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RESUMO

MARTINS, Amanda Oliveira; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Fevereiro, 2012; Inferéncias genético-fisiologicas da tolerancia a
seca em milho; Orientador: Eliemar Campostrini; Co-orientador: Paulo César
Magalhaes.

Visando a continuidade do Programa de Melhoramento da Embrapa Milho e
Sorgo para obtencédo de genotipos tolerantes a deficiéncia hidrica, bem como o
entendimento de mecanismos fisioldgicos que contribuem para essa tolerancia,
foram implementados trés experimentos. No primeiro, objetivou-se estimar a
capacidade combinatéria de linhagens de milho sob restricdo hidrica no solo,
visando ao entendimento do controle genético da produtividade de graos e outras
caracteristicas morfo-agronémicas e a identificacdo de gendétipos superiores para
o programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. Para tanto, utilizaram-
se, no dialelo, trés linhagens tolerantes ao déficit hidrico (L5184180-04, L176-11-
2-1, e L531164), duas intermediéarias (L3 e L20) e trés linhagens sensiveis (L26,
L98-C-2-46 e L228-3). As respectivas combinac¢des hibridas foram avaliadas em
delineamento latice, com trés repeticdes, em ambiente submetido a estresse
hidrico no campo experimental, em Janauba-MG. Os efeitos da capacidade geral
e especifica de combinacao foram importantes no dialelo completo em questéo,
com superioridade dos efeitos aditivos aos néo-aditivos para a maioria das
caracteristicas avaliadas e evidenciando-se a acdo de genes de efeitos

Xiii



dominantes no controle do estande final e da produtividade de grédos. Os
resultados apontaram para superioridade das linhagens de milho L176-11-2-1 (L>)
e L531164 (L3) por apresentarem valores de capacidade combinatoria geral
positiva e elevada para produtividade de graos. As combinacgdes hibridas L3xLs e
LsxLg apresentaram maiores médias de produtividade de grdos e indice de
espigas sendo, portanto, materiais promissores quanto a tolerancia ao estresse
hidrico. Em concomitancia com o primeiro experimento, foi realizado o segundo,
que objetivou a avaliacdo da morfologia radicular de linhagens de milho
contrastantes quanto a tolerancia a seca, e o terceiro, que objetivou a avaliacdo
das caracteristicas morfofisiol6gicas dessas linhagens de milho. Em ambos os
experimentos, foram avaliadas seis linhagens de milho contrastantes quanto a
tolerancia a seca, sendo duas linhagens tolerantes (L176-11-2-1, L5184180-04),
uma intermediéria (L3), e trés linhagens sensiveis ao déficit hidrico (L98-C-2-46,
L26, L228-3), em delineamento em blocos casualizados, em esquema fatorial 6x2,
sendo seis genaotipos e dois niveis de disponibilidade hidrica, com trés repeticdes.
No segundo experimento, verificou-se a variabilidade genética entre as linhagens
de milho para discriminacdo de plantas com base nas caracteristicas de
morfologia de raiz. As caracteristicas comprimento total de raiz e relagdo massa
seca de raiz e parte aérea foram as que melhor diferenciaram as linhagens
tolerantes das sensiveis ao estresse hidrico. A técnica de analise de imagens
digitais mostrou-se uma ferramenta promissora para estudos de raizes em fase
precoce do milho. No terceiro experimento, 0 estresse hidrico proporcionou
alteracbes nas variaveis de trocas gasosas, com diminuicdo nas taxas
fotossintética liquida (A), devido a alteracbes na condutancia estomatica (gs) e
transpiracéo foliar (E). Foi observada variabilidade genética entre as linhagens
contrastantes de milho quanto a tolerancia ao estresse hidrico para discriminagéo
de plantas com base nas caracteristicas morfofisiologicas (A, gs, E e EIUA). Os
resultados indicaram superioridade das linhagens tolerantes L5184180-04, L176-
11-2-1 em comparacao as linhagens sensiveis, por apresentarem maiores valores
de A e gs, quando submetidas a baixa disponibilidade hidrica no solo,
possivelmente um mecanismo de tolerancia da planta em ambiente de estresse

hidrico.
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ABSTRACT

MARTINS, Amanda Oliveira, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, February, 2012, Genetic and physiological inferences of drought
tolerance in maize; Advisor: Eliemar Campostrini, Co-advisor. Paulo Cesar
Magalhaes.

Aiming to continue The Embrapa National Maize and Sorghum Research Center
Breeding Program to obtain genotypes tolerant to water deficit, as well as the
understanding of physiological mechanisms that contribute to this tolerance, it
were carried out three experiments. The first aimed to estimate the combining
ability of maize lines under soil water restriction for understanding the genetic
control of grain yield and other morphological and agronomic characteristics and
the identification of superior genotypes for the Embrapa Maize and Sorghum
breeding program. It was used in the diallel three lines tolerant to drought
(L5184180-04, L176-11-2-1, and L531164), two intermediate (L3 and L20) and
three sensitive lines (L26, L98-C-2-46 and L228-3). The hybrid combinations were
evaluated at the experimental Station of Janauba, MG in field conditions in a
lattice design, with three replications, in an environment submitted to water stress.
The effects of general ability and specific combining were important in the
complete diallel with superior additive effects to non-additive for most traits,
evidencing the action of dominant gene effects in controlling the final stand and
yield. The results showed superiority of maize inbred lines L176-11-2-1 (L,) and
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L531164 (Ls) by presenting values of positive and general combining ability for
high yield. The hybrid combinations LsxLs and LsxLg showed the highest mean
grain yield and ear index, being therefore promising materials for tolerance to
water stress. Concurrently with the first experiment, it was carried out the second
one, which aimed to evaluate the root morphology of contrasting maize inbred
lines for tolerance to drought, and the third experiment, which aimed to evaluate
the morphological and physiological characteristics of those maize lines. In both
experiments, it was evaluated six maize inbred lines contrasting for drought
tolerance, being two tolerant lines (L176-11-2-1, L5184180-04), one intermediate
(L3), and three lines sensitive to water deficit ( L98-2-C-46, L26, L228-3). These
materials were studied in a randomized block design, factorial scheme 6x2, with
six genotypes and two levels of water availability, and three replications. For the
second experiment, there was genetic variabilty among maize lines to
discriminate plants based on characteristics of root morphology. Total root length
and the ratio between root dry mass /shoot dry mass were the best to differentiate
the lines tolerant to drought when compared to the sensitive ones. The technique
of digital image analysis proved to be a promising tool for studies of roots at early
stages of growth. In the third experiment, the water stress resulted in changes in
gas exchange variables, with decrease in net photosynthetic rate (A), due to
changes in stomatal conductance (gs) and leaf transpiration (E). Genetic variability
was observed among lines of maize contrasting to water stress tolerance for
identification of plants based on morphological and physiological characteristics
(A, gs, E and WUE). Results showed the superiority of tolerant lines L5184180-04,
L176-11-2-1 compared to sensitive ones, due to higher values of A and gs, when
submitted to low soil water availability, possibly one of the mechanisms that aid

the best understanding the tolerance of plant water stress environment.
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1. INTRODUCAO

Os estudos arqueoldgicos e geoldgicos fornecem elementos que permitem
afirmar que o milho ja existia como cultura, ou seja, em estado de domesticacéo,
h& cerca de 5.000 anos. Com o passar dos anos, o alto nivel de domesticacdo e o
melhoramento genético tornaram essa espécie completamente dependente do
homem. Provavelmente, o milho é uma das mais importantes plantas comerciais
com origem nas Américas (Goodman, 1980; Buckler e Stevens, 2005).

Em todo o mundo, o milho (Zea mays L.) € um dos principais cereais
consumidos, e, no cenario mundial, apenas o arroz e o trigo superam 0 consumo
dessa espécie. Entre os vegetais superiores, o0 milho pode ser considerado como
0 que apresenta um maior numero de estudos cientificos (CIB, 2008).

Dentre as atividades econfmicas, a agricultura é a mais dependente das
variaveis climaticas, como a temperatura, a pluviosidade, a umidade do solo e a
radiacdo solar. Os efeitos das alteracdes desses fatores ambientais sobre a
agricultura poderdo afetar o crescimento e o desenvolvimento das plantas, e,
assim, afetar a produtividade e o manejo das culturas. Dessa forma, observa-se
que as relagbes entre o clima e a agricultura sdo bastante complexas e
interligadas (Gouvéa, 2008).

Atualmente, as mudancas climaticas, especificamente o0 aquecimento
global ocasionado pelas emissbes de grandes concentracdes de gases de efeito
estufa na atmosfera como diéxido de carbono (CO,), metano (CH,), 6xido nitroso

(N2O), entre outros, vém causando aumento da frequéncia de eventos extremos,



dentre eles, a seca (Pimentel, 2011). Lima (2002), avaliando os possiveis
impactos da mudanca climatica sobre o setor agropecuario e da contribuicdo das
atividades agricolas ao efeito estufa, pode identificar as possiveis alternativas de
mitigacao de tais emissdes desses gases.

A ocorréncia de seca ou periodos de estresse hidrico € uma das causas
mais frequentes de insucessos agricolas, afetando o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. Por consequéncia, em regides aridas e semi-aridas
a limitacdo hidrica pode causar reducao significativa na produtividade do milho
(Barnabas et al., 2008; Chaves e Davies, 2010).

Os diversos trabalhos tém mostrado que tolerancia a seca é diferenciada
conforme o genotipo, dentro da mesma espécie vegetal. Assim, diferentes
materiais de uma mesma espécie podem responder de maneiras distintas ao
estresse causado pela deficiéncia hidrica (Chaves, 1991; Bray, 1993). Um dos
sintomas mais caracteristico da deficiéncia hidrica € a reducdo da turgescéncia
foliar, que, dependendo da severidade do estresse, pode ser reversivel, ou néo.

Em face das mudancas climaticas globais, os estudos preveem, para 0s
préximos anos, o aumento da temperatura média global e a maior frequéncia de
fendbmenos extremos, como a seca (IPCC, 2011). Na agricultura, a escassez de
agua ja vem sendo danosa e essa escassez € um problema para os agricultores,
por acarretar declinio na producédo agricola. Para essa condi¢éo, a irrigacdo pode
corrigir tal problema. Entretanto, esta técnica apresenta um alto custo de
implementagcdo (Gustafson, 2011). Diante do exposto, a obtencdo de gendtipos
mais adaptados as condicOes edafoclimaticas estressantes, com capacidade de
resistir a periodos com deficiéncia hidrica sem grandes prejuizos a producao,
torna-se de fundamental importancia para programas de melhoramento genético
de planta, uma vez que esse processo auxilia na escolha de critérios de selecéo
de gendtipos com maior tolerancia a seca e/ou maior eficiéncia do uso da agua.
Tal entendimento  pode  proporcionar rapidez no  processo de
producdo/lancamento desses genotipos mais resistentes a limitacdo hidrica do
solo.

Desse modo, este trabalho foi realizado com o objetivo de estimar a
capacidade combinatoria, por meio de cruzamentos dialélicos, de genotipos de
milho comum, pré-selecionados para tolerancia a seca do programa de

melhoramento genético da Embrapa Milho e Sorgo, submetidos a condi¢cfes de



déficit hidrico, bem como buscar compreender 0s possiveis mecanismos
morfofisiolégicos da parte aérea e do sistema radicular desses gendtipos,

associados a tolerancia a seca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CULTURA DO MILHO: BOTANICA E ORIGEM

O milho € uma planta alogama, em que, preferencialmente, ocorre 90% de
fecundacdo cruzada. Nessa espécie, apresentam-se dois mecanismos que
favorecem essa alogamia, a monoicia e a protandria. Essa planta é pertencente a
familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo Maydeae, género Zea e espécie
Zea mays L. (Viana et al., 1999; Borém e Giudice, 2004). De acordo com a
revisdo de Buckler e Stevens (2005), o género Zea constitui-se de cinco espécies,
Zea diploperennis, Zea perennis, Zea luxurians, Zea nicaraguensis e, por ultimo,
Zea mays L.. Os estudos relatam que o milho, para distinguir-se do seu parente
silvestre mais proximo, o teosinte, taxonomicamente, é identificado como Zea
mays L. spp mays, ambos com 2n = 2x = 20 cromossomos (Doebley e lltis, 1980;
Paterniani e Campos, 1999).

Acredita-se que a cultura do milho (Zea mays L.) seja originaria da América
do Norte, e as evidéncias apontam que a descoberta da espiga mais antiga foi na
regido sudeste do México (Buckler e Stevens, 2005).

Existem varias hipoteses quanto a origem genética do milho, no entanto as
mais discutidas, segundo Hallauer e Miranda Filho (1988), sdo de que o milho
seria oriundo, diretamente, do teosinte, por acdo da selecdo humana (Galinat,
1973, 1977); o teosinte seria descendente do cruzamento entre milho e Tripsacum



(Mangelsdorf, 1974); e o milho, o teosinte e o Tripsacum seriam oriundos de um
ancestral comum, hoje extinto (Weatherwax, 1954).

Dentre as hipoteses citadas, atualmente, a considerada mais aceita é a
defendida por Galinat (1973, 1977). Os estudos arqueoldgicos e citoldgicos
demonstram que o milho e o teosinte apresentam caracteristicas semelhantes,
como 0 mesmo numero de cromossomos, 0s quais sdo homologos, e facilmente
cruzados para produzir descendentes férteis (Goodman, 1980; Borém e Giudice,
2004).

2.2. ASPECTOS ECONOMICOS DA CULTURA DO MILHO: ABORD AGEM
GERAL

No Brasil, a cultura do milho apresenta grande dispersdo geogréfica, uma
vez que € produzida, praticamente, em todo territorio nacional. Devido a sua
versatilidade, o milho pode ser usado, diretamente, na alimentacdo humana,
animal e, como matéria-prima, nas industrias para inumeros subprodutos
(Magalhdes et al., 2002), além de ser uma fonte empregaticia no setor rural
(Souza e Braga, 2005).

Em face do continuo aumento populacional mundial, a cada ano, a
demanda por alimentos e matéria-prima para as industrias vem crescendo
gradativamente. O uso do milho em grdo como alimentacéo animal, na forma de
racdo, representa a maior parte do consumo desse cereal, isto €, cerca de 80%.
No Brasil, a minoria da producdo de milho se destina ao consumo humano e,
mesmo assim, de maneira indireta na composicado de outros produtos. Em torno
de 11% da producéo é direcionado para a industria, para diversos fins (Fancelli e
Dourado Neto, 2005; Souza e Braga, 2005).

De acordo com levantamentos de dados da Organizacdo das Nacobes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2011), na Europa e nos Estados
Unidos, tem sido verificado o continuo incremento no uso do milho para producao
de etanol. O uso para producdo de biocombustiveis tem encarecido a utilizacédo
desse cereal para alimentacdo. Nos Estados Unidos, cerca de 50% € destinado a
esse fim.

Dentro da evolucdo mundial de producdo de milho, o Brasil tem se

destacado como terceiro maior produtor, sendo superado pelos Estados Unidos e



pela China. A producdo mundial ficou em torno de 827,56 milhGes de toneladas
em 2010/2011, enquanto que a estimativa para 2011/2012 é de 867,52 milhdes
de toneladas. Os Estados Unidos, China e Brasil produziram, aproximadamente,
317,44 milhdes de toneladas, 182 milhdes de toneladas e 56,2 milhdes de
toneladas, respectivamente (FAO, 2011).

Em 2010, a producéo brasileira de milho em grao foi de, aproximadamente,
56 milhdes de toneladas, cultivada em 12,9 milhdes de hectares, o que se obteve
a produtividade média 4.375 kg ha'l. Na primeira safra, obteve-se,
aproximadamente, 33 milhées de toneladas, cuja area colhida foi de 7.406.874
hectares, e a produtividade média de 4.469 kg ha™ (IBGE, 2011).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
producao brasileira de milho em grédo de 2011, para ambas as safras, foi de 56,2
milhées de toneladas, sendo o Sul (45,4%), o Sudeste (27,9%) e o Nordeste
(12,4%) as regides que mais produziram durante a primeira safra, resultando em
34,1 milhdes de toneladas. Entretanto, o Centro-oeste e o Sul (90,5%) foram as
gue mais produziram na segunda safra (22,1 milhdes de toneladas). Estas ultimas
regides apresentaram participagbes individuais de 62,5% e 28,0%,
respectivamente (IBGE, 2011).

No Brasil, os estados do Parand e do Mato Grosso foram o0s que
apresentaram maior producdo de gréos, onde cerca de 80% corresponde ao
milho e a soja. Porém, apesar de estar entre os trés maiores produtores, o Brasil
ndo se destaca entre os paises com maior nivel de produtividade (IBGE, 2011).

Considerando que o rendimento médio mundial, em 2009, foi de,
aproximadamente, 6.500 kg ha’ (CONAB, 2009), nota-se que o Brasil se
apresenta abaixo dessa média, com 4.244 kg ha™* em 2011 (IBGE, 2011). Um dos
fatores que pode ter contribuido para esse nivel baixo de produtividade é o
grande numero de pequenos produtores que cultivam esse cereal, 0s quais
adotam nivel baixo de tecnologia.

O estudo das projecdes de producao do cereal, realizado pela Assessoria
de Gestdo Estratégica do MAPA, mostrou que, entre a safra brasileira de
2008/2009 e 2019/2020, havera um aumento de 19,11 milhdes de toneladas.
Entretanto, para 2019/2020 esta estimada uma producdo de 70,12 milhdes de
toneladas e um consumo de 56,20 milhdes de toneladas. Por meio desses

resultados, é possivel concluir que, para conseguir o abastecimento do mercado



interno e obter o excedente para exportacdo, estimado em 12,6 milhdes de
toneladas em 2019/2020, podendo chegar a 19,2 milhdes de toneladas, o Brasil

devera fazer ajustes no quadro de suprimentos.

2.3. DEFICIENCIA HIDRICA: EFEITOS E RESPOSTAS NO ME TABOLISMO
DAS PLANTAS

2.3.1. Efeitos gerais da limitacédo hidrica

A agua é essencial para as plantas e € um dos principais constituintes das
células vegetais. Por consequéncia, essa molécula compde os diferentes tecidos
e Orgdos das plantas. A agua € necessaria como reagente no metabolismo
vegetal, transporte e translocacao de solutos, na turgescéncia celular, bem como
na abertura e fechamento dos estomatos (Lawlor, 2002). No solo e em quantidade
adequada, essa molécula facilita a penetracado do sistema radicular (Hund et al.,
2009). Por ser fundamental no metabolismo das plantas, a reducdo na
disponibilidade da dgua no solo pode afetar a produtividade das culturas, uma vez
que essa molécula é necesséaria a maioria das funcdes vitais, reacdes e rotas
metabdlicas (Carlesso e Zimmermann, 2000; Taiz e Zeiger, 2010).

A deficiéncia hidrica € um dos fatores mais limitantes para a produtividade
agricola das culturas, uma vez que causa reducdo da atividade fotossintética
(Zhang et al., 1999; Aslam e Tahir, 2003; Rahman et al., 2004), por meio do
comprometimento da chegada do CO; aos sitios de carboxilagdo da Rubisco, via
fechamento estomatico, bem como por meio de comprometimentos no processo
fotoquimico e bioquimico (Lawlor e Cornic, 2002). O déficit hidrico causa
alteragcbes no crescimento vegetal, cuja irreversibilidade vai depender da
capacidade genética, da duracdo e da severidade e do estadio de
desenvolvimento das plantas (Chaves, 1991; Bray, 1993).

Sob condi¢des de déficit hidrico, as plantas respondem com a reducéo da
area foliar, incremento do fechamento estomatico, reducdo da transpiracédo
(Kramer e Boyer, 1995) e aceleracdo da senescéncia e da abscisdo foliar
(Pimentel e Rossielo, 1995). Ainda, o déficit hidrico pode causar desequilibrio
entre a produgcdo de assimilados e a demanda para O

crescimento/desenvolvimento dos 6rgaos reprodutivos (Lawlor, 1993). Pimentel e



Rossielo (1995) observaram incremento da atividade fotossintética por area foliar
a medida que aumentava a idade da folha, até a maxima expansao desse 6rgao.
No entanto, apos a expansédo da folha, houve decréscimo até a senescéncia. Sob
déficit hidrico, a senescéncia foliar é acelerada e pode estar associada a limitacédo
da disponibilidade de nitrogénio para o suprimento das necessidades de
crescimento da cultura.

De acordo com Matzenauer et al. (1995), para a cultura do milho, muitos
trabalhos tém sido realizados com o objetivo de verificar os efeitos do déficit
hidrico sobre o rendimento de gréaos e de identificar os periodos mais sensiveis ao
déficit. No entanto, os resultados experimentais variam dependendo da duracéo e
intensidade do déficit, bem como do tipo de solo e cultivares. Os estudos indicam
que a ocorréncia de estresse hidrico, durante o periodo de florescimento, pode
proporcionar reducdes na producdo de grdos e no numero de gréos por planta,
superiores a 50% (Durées et al. 2002, 2004). Em conformidade com Bergamaschi
et al. (2004) e Morizet e Togola (1984), o periodo fenoldgico critico da cultura do
milho, de maior exigéncia hidrica, vai do pendoamento ao inicio do enchimento de
graos, em que o numero de graos por espiga e o numero de espigas por planta
sdo os componentes da producéo de graos mais afetados pelo déficit hidrico.

2.3.2. Alteracdes nas trocas gasosas e na eficiénci  a fotoquimica

O milho, por ser uma planta de metabolismo do tipo C,4, apresenta
caracteristicas anatébmicas e bioquimicas favoraveis no que se refere a eficiéncia
na assimilacdo fotossintética do carbono. Em condi¢cfes 6timas, a planta de milho
pode realizar a mesma taxa de fotossintese liquida que as plantas Cs, entretanto,
em condicdes de estresse ambiental, pode reduzir a perda de &gua para
atmosfera, com uma menor abertura estomatica, o que podera proporcionar maior
eficiéncia no uso da agua (Ghannoum, 2009; Sage e Zhu, 2011).

O conhecimento da eficiéncia no uso da agua pelas culturas é de
fundamental importancia em programas de melhoramento, visando obtencéo de
genotipos que maximizam o uso da agua sob condigBes de baixa disponibilidade
hidrica, sem limitar a produtividade. Na literatura, existem inUmeras formas de
expressar essa eficiéncia, como a eficiéncia do uso da agua (EUA) da biomassa,

gue relaciona a quantidade de biomassa produzida e a 4gua consumida; a EUA



instantdnea e intrinseca da planta que relaciona a assimilagdo de CO, com a
transpiragcdo e com a conduténcia estomatica, respectivamente (Flexas et al.,
2004).

E conhecido que as trocas gasosas envolvem processos biofisicos,
bioguimicos e fotoquimicos, sendo estes sensiveis aos estresses ambientais,
como hidrico e salino (Chaves et al., 2009). A interrupcdo do suprimento hidrico
para as folhas sob irradiancia solar pode ser considerada como uma situacao de
estresse intenso, proporcionando decréscimo da atividade fotossintética. Tal
declinio pode ser devido a limitacdes tanto estomaticas como n&o-estomaticas
(Zlatev e Yordanov, 2004).

Em geral, a resposta estomatica ocorre antes da inibicdo da fotossintese e
restringe a disponibilidade de CO; nos sitios de carboxilacdo da enzima Rubisco.
O fechamento estomatico € considerado um dos primeiros mecanismos
responsivos para evitar a perda de agua, e este fechamento causa decréscimo na
fotossintese em condicdbes de moderado estresse hidrico no solo ou da
atmosfera. A literatura tem relatado que, em condicdo de moderado estresse
hidrico, os estdmatos logo se fecham, minimizando a perda de &gua por
transpiracdo; com isso, a temperatura da folha aumenta, e 0s processos
fotoquimicos perdem eficiéncia na transformacéo de energia luminosa em energia
quimica (Chaves et al., 2002, 2003).

O controle da abertura dos estématos é influenciado por diversos fatores
ambientais, como a intensidade e qualidade de luz, temperatura, umidade relativa,
concentracéao intracelular de CO,, e da quantidade de agua disponivel nas raizes
das plantas. Os estudos descritos na literatura relatam, também, o envolvimento
do acido abscisico no fechamento estomatico de plantas submetidas a deficiéncia
hidrica (Bray, 1997).

Por outro lado, as limitagbes ndo-estomaticas da fotossintese tém sido
atribuidas a reducao na eficiéncia de carboxilacdo; nao pela limitacdo da difuséo
de CO,, mas sim pela inibicdo da atividade de enzimas envolvidas no ciclo de
Calvin, como a RuBP carboxilase/oxigenase (Rubisco), bem como esta limitagéo
nao-estomatica pode ser por meio da menor atividade da ATP sintase (Lawlor,
2002; Lawlor e Cornic, 2002; Galmés et al., 2010).

Uma maneira de se avaliar a atividade do processo fotossintético, aléem da
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fluorescéncia da clorofila a. A emissao da fluorescéncia da clorofila € uma técnica
gue avalia a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (FSII) (Strasser et al., 2000;
Campostrini, 2001; Baker e Rosenqvist, 2004). Em plantas cultivadas em
condicbes 6timas de crescimento e desenvolvimento, ou seja, sem nenhum efeito
de fatores ambientais adversos, a eficiéncia quantica maxima do FSIll,
representada pela relacdo F,/Fn, que avalia a probabilidade de que um féton
absorvido pelo FSIlI seja capaz de reduzir Qa, pode variar entre 0,75 a 0,85. Ou
seja, este valor de 0,75 e 0,85 mostra que, em plantas sadias, quando o féton
atinge o FSII, existe a probabilidade de 75 a 85% que esse féton seja capaz de
reduzir Qa. No entanto, quando ocorre uma alteracdo no fator ambiental,
proporcionando estresse nas plantas, essa relacao diminui (Bolhar-Nordenkampf
et al., 1989; Campostrini, 2001). Conforme Xu et al. (2008), o decréscimo na
eficiéncia fotoquimica e, consequentemente, na taxa fotossintética, depende da
idade da folha da cultura estudada e, concomitantemente, da intensidade do
estresse hidrico. Os resultados obtidos pelos autores mostraram que a cultura do
milho, quando submetida a desidratacéo rapida, apresentaram a menor eficiéncia
fotoquimica nas folhas mais velhas.

Recentemente, essa técnica, também, vem sendo usada como uma
importante ferramenta nos programas de melhoramento para auxiliar na
discriminacdo entre genotipos tolerantes e sensiveis a estresse abiético, dentre
eles, o hidrico, ou, até mesmo, na obtencdo de genotipos tolerantes ao déficit
hidrico (Sayed, 2003; O’Neill et al., 2006; Efeoglu et al., 2009).

2.3.3. Alteracdes no sistema radicular

O suprimento de 4gua para uma cultura é decorrente de interagbes que se
estabelecem no sistema solo-planta-atmosfera. Ressalta-se que a quantidade de
agua disponivel para a cultura € dependente da capacidade das plantas em
adaptar-se ao ambiente estressante, da magnitude e da capacidade exploratoria
das raizes, e do armazenamento de agua do solo (Santos e Carlesso, 1998).
Corroborando com essas informagdes, Hund et al. (2009) notaram que a
combinacdo de alta eficiéncia do uso da agua, concomitantemente com um
sistema radicular mais profundo, torna-se um mecanismo eficiente das plantas

hY hY

para aumento de tolerancia a seca. Nesse estudo, a tolerancia a deficiéncia
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hidrica foi associada aos gendtipos que apresentavam alta eficiéncia no uso da
agua e um sistema radicular com menor quantidade de raizes laterais na camada
superficial do solo. Todavia, esses genotipos tolerantes apresentaram raizes mais
profundas e grossas nas camadas subsequentes. Eissentsat (1997) relata que,
guando submetidas a deficiéncia hidrica do solo, uma das respostas das plantas é
a morte de raizes finas, e a velocidade com que essas raizes morrem pode ser
importante na adaptacdo das plantas a esse estresse.

De acordo com Larcher (1995), a absor¢cdo de agua da planta somente
ocorre quando o potencial hidrico das raizes mais finas € mais negativo que o do
solo. Em conformidade, Taiz e Zeiger (2010) consideram que a maior absorc¢éo de
agua e sais minerais da solucdo do solo ocorre nos pelos radiculares, os quais
sdo células da epiderme radicular com prolongamentos que se estendem por
entre as particulas do solo.

O déficit hidrico moderado pode afetar o desenvolvimento do sistema
radicular. Os estudos relatam que a razdo da biomassa de raiz/parte aérea pode
ser controlada por um balancgo funcional entre a absorcédo de agua pelas raizes e
a fotossintese, em que, sob condi¢cdes de baixa disponibilidade hidrica, esse
balanco funcional é alterado. Em primeira instancia, a expansao foliar € afetada;
no entanto, com o avanco do déficit hidrico, observa-se um crescimento e
proliferacdo preferencial das raizes profundas em direcdo a zonas do solo que
permanecam Umidas, uma vez que as camadas superiores do solo sédo as
primeiras a secar (Hoogenbomm et al., 1987).

Os estudos demonstram que a condicéo de baixa disponibilidade hidrica do
solo proporciona um aumento da concentracéo do acido abscisico (ABA) na raiz.
Quando transportado pelo xilema para a parte aérea, o ABA causa o fechamento
dos estOmatos e reducéo da expansao foliar (Taiz e Zeiger, 2010).

Cantéo (2007), avaliando linhagens de milho contrastantes para tolerancia
a seca em resposta a estresse de fosforo e aluminio, observou diferenca
significativa para atributos morfologicos de raizes e caracteristicas de crescimento
de raizes e parte aérea. Em condicdo de baixa disponibilidade de fosforo, as
linhagens consideradas tolerantes a seca apresentaram sistema radicular
diferenciado das linhagens sensiveis, por apresentarem maior comprimento total,
area de superficie, volume e maior contribuicdo de raizes com diametro inferior a

0,5 mm no comprimento total das raizes de plantas desenvolvidas. Esse mesmo
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autor destaca a técnica de analise de imagem digital, como uma ferramenta
promissora em fase precoce da cultura, pela discriminacdo de genétipos neste
estudo, utilizando atributos morfoldgicos de raizes.

Em adicdo, o conhecimento da fisiologia da planta, da morfologia e da
arquitetura do sistema radicular, bem como das variacdes genéticas, € de
fundamental importancia em programas de melhoramento genético vegetal que
visam a selecdo de gendtipos eficientes e/ou tolerantes a deficiéncia hidrica no
solo. Torna-se importante relatar que tais programas de melhoramento
selecionem gendtipos que apresentem a capacidade de ndo experimentar a

limitacdo hidrica, de modo que esses genodtipos ndo apresentem

comprometimentos da produtividade.

2.3.4. Respostas morfolégicas e fisiolégicas das pl antas a deficiéncia

hidrica

Inimeros fatores influenciam os mecanismos de adaptacdo das plantas ao
estresse hidrico, dentre eles, a concentracdo de CO,, a radiacdo solar, a
temperatura e a umidade relativa do ar (Grant, 1992). As plantas possuem
estratégias que sao utilizadas para a tolerancia ao estresse hidrico (Taylor, 1996;
Larcher, 2004). Estudos tém classificado os mecanismos de tolerancia a seca em

varios tipos (Kramer e Boyer, 1995; Chaves et al., 2002; Blum, 2005), entre eles:

a) Escape da seca: no qual, estdo inseridas as plantas que apresentam ciclo
de vida curto, completando-o durante a estacdo Umida, antes do inicio da

Seca.

b) Retardo da desidratagcéo: relacionado com a capacidade de manter a
hidratacdo do tecido durante o estresse hidrico, minimizando a perda de
agua (fechamento dos estématos, tricomas, area foliar, senescéncia das
folhas mais velhas, etc.), ou aumentando a absor¢cédo de agua (crescimento

preferencial das raizes em zonas do solo que permanecem umidas).
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c) Tolerancia a desidratacdo: relacionada a capacidade de funcionar
engquanto desidratada e/ou recuperacéo do status hidrico da planta apés o

estresse (ajuste osmoético, espécies reativas de oxigénio, etc.).

Nesse contexto, varias espécies de plantas, como o milho, sob déficit
hidrico, apresentam ajustamento osmoético das células para que a célula absorva
agua e mantenha o potencial de pressdo em niveis adequados. Esse mecanismo
de adaptacéo consiste na acumulacdo de acucares, acidos organicos e ions no
citosol, visando diminuir o potencial osmético e, consequentemente, permitir a
manutencdo da turgescéncia, crescimento e fotossintese (Guei e Wassom, 1993;
Pimentel, 1999; Zhang et al., 1999; Bianchi et al., 2005; Mahouachi et al., 2006).
Apesar de ser considerado um importante mecanismo de tolerancia ao déficit
hidrico, Guei e Wassom (1993) verificaram a auséncia de correla¢cdes entre o
ajustamento osmotico e a produtividade do milho, concluindo que, nem sempre,
esse mecanismo aumenta a produtividade das plantas. Entretanto, no geral,
possibilita a continuacdo do crescimento/desenvolvimento em condi¢cdes de
estresse (Guei e Wassom, 1993; Serraj e Sinclair, 2002).

Em condi¢cbes de seca, diversos trabalhos tém mostrado o acumulo de
prolina nas folhas (Taylor, 1996; Costa, 1999; Ferreira et al., 2002). Costa (1999)
sugeriu que essa resposta fisiologica pode estar relacionada a reducdo da
degradacdo do aminoé&cido prolina ou pode ser decorrente do aumento da
atividade e/ou concentracdo de enzima P-5CR (A!-pirrolina-5-carboxilato
redutase).

Maia et al. (2007),avaliando o efeito do déficit hidrico,durante cinco dias,
em duas cultivares de milho, cv. Pontinha e cv. Dente de Cavalo, observaram,
para ambas as variedades, incremento nos niveis de prolina e carboidratos
sollveis totais nas folhas. Esses autores relataram que, provavelmente, a
elevacdo na concentracdo de prolina esta associada ao decréscimo do contetudo
relativo de agua nos tecidos foliares. No entanto, a variedade de milho Dente de

Cavalo apresentou o maior acumulo de carboidratos nas folhas.
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2.4. ANALISE DIALELICA: CONCEITOS, TIPOS E APLICABI LIDADE

No melhoramento genético vegetal, sdo fundamentais as informacdes
sobre o potencial genético dos genitores a serem utilizados em hibridacdes, por
influenciarem nos procedimentos e métodos de sele¢do. No entanto, a dificuldade
encontrada, envolvendo a escolha dos genitores, consiste em determinar a
intensidade e efeito génico de cada genitor expresso na sua progénie (Cruz et al.,
2004). Dessa forma, o sucesso de um programa de melhoramento genético
depende da eficiéncia na escolha dos melhores genitores a serem utilizados em
cruzamentos e na selecdo das melhores combinac¢des hibridas, que possam
resultar em populacdes segregantes promissoras. Tal fato favorece o trabalho do
melhorista na obtencdo de progresso genético. Em vista disso, 0 cruzamento
dialélico é um método genético utilizado para tal finalidade; por isso, tem sido
amplamente utilizado para sele¢édo de genitores (Ramalho et al., 1993; Carvalho
et al., 1994; Hallauer e Miranda Filho, 1988).

Cruz (2006) define o termo dialelo como um conjunto de p (p-1)/2 hibridos
resultantes do cruzamento entre p genitores (linhagens, variedades, clones, etc.),
podendo incluir, além dos respectivos pais, os hibridos reciprocos e/ou outras
geracdes relacionadas, como F;’s, retrocruzamentos, etc.

Varios sdo os métodos empregados para a analise e interpretacdo de
cruzamentos dialélicos, conforme mostrado por Cruz e Regazzi (1997). A escolha
do melhor método pelos melhoristas depende do objetivo do programa e das
peculiaridades individuais de cada técnica, o que faz explorar, de forma
diferenciada, os dados. Dentre as principais metodologias de analise dialélica,
pode ser destacada a proposta por Griffing (1956), pela qual sdo estimados os
efeitos e as somas dos quadrados da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC)
de combinacdo dos genitores; a proposta por Gardner e Eberhart (1966) relata as
informacgdes relacionadas ao potencial per se dos genitores e da parametrizacao
heterética; e a proposta por Hayman (1954) fornece informacdes sobre o
mecanismo de heranca dos caracteres em estudo e o numero dos genes
envolvidos no controle da caracteristica. Entretanto, esse método impde
restricbes, tais como segregacao diploide, homozigose dos genitores, auséncia do
efeito materno, auséncia de alelismo mdltiplo, genes distribuidos,

independentemente, entre 0s genitores e auséncia de epistasia. Em estudos
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genéticos de plantas autbgamas, normalmente, essas trés primeiras restricdes
sao plenamente satisfeitas, em que comumente se dispde de individuos dipléides.
Nesse caso, a homozigoze é alcancada naturalmente e ndo ha registros de
efeitos maternos e alelismo multiplo nos diversos caracteres de importancia
econdbmica. Na maioria das vezes, a principal causa de falhas na analise dialélica
€ a pressuposicdo de distribuicdo independente entre o0s genitores, porém
Hayman (1954) considera que as estimativas dos parametros geneéticos sao
pouco comprometidas quando se trabalha com pequeno nimero de genitores e o
modelo genético é fixo (Cruz et al., 2004).

A capacidade geral de combinacdo consiste na resposta média de um
genotipo em uma série de cruzamento, e as estimativas dos seus efeitos
permitem obter informacdes sobre a concentracdo de genes predominantemente
aditivos e sao de grande utilidade na indicacao de genitores a serem utilizados em
programas de melhoramento intrapopulacional, enquanto que os efeitos da
capacidade especifica de combinacdo consistem no desvio da resposta de certas
combinacdes hibridas em relacdo ao que seria esperado com base na capacidade
geral de combinac&o. Nessa condi¢éo, estdo associados aos efeitos génicos néo
aditivos, também chamados de dominantes e epistaticos (Sprague e Tatum,
1942). Sendo assim, sao desejaveis aquelas combinagbes hibridas com
estimativas de capacidade especifica de combinacdo mais favoraveis que
envolvam, pelo menos, um dos genitores que tenha apresentado o mais favoravel
efeito de capacidade geral de combinacéo (Falconer, 1996; Nass et al. 2001; Cruz
et al., 2004).

De acordo com Griffing (1956), a metodologia de analise dialélica pode ser
classificada em quatro métodos experimentais: método 1, em que sao incluidas
as p2 combinacdes (genitores, F1's, reciprocos); método 2, em que sédo incluidas
p(p+1)/2 combinacdes (genitores e F1's); método 3, em que sao incluidas p(p-1)
combinacdes (F1's e reciprocos); e o método 4, em que sao incluidas p(p-1)/2
combinacgdes (apenas F;’s).

Na determinacdo das melhores combinagdes hibridas, o uso de
cruzamentos dialélicos pelos melhoristas de milho vem se mostrando eficiente.
Contudo, quando houver um grande numero de linhagens a serem cruzadas e,
posteriormente, avaliadas, esse tipo de cruzamento pode ser limitado, o que

dificulta o trabalho do melhorista, tornando-se laborioso, pois requer muito esfor¢o
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nas polinizagbes manuais para obtencdo de todos os cruzamentos desejados
(Miranda e Geraldi, 1984).

Para contornar tal problema, alguns métodos podem ser utilizados, como o
top cross, que possibilita a avaliacdo de um grande namero de linhagens por meio
do cruzamento com um testador comum (Davis, 1927). Ainda, podem ser
utilizados os esquemas dialélicos, como exemplo, o dialelo parcial, o qual envolve
0s respectivos cruzamentos de dois grupos distintos de genitores e que possibilita
maximizar as informacdes sobre os grupos estudados com um namero menor de
cruzamentos do que é exigido no dialelo balanceado. O dialelo circulante envolve,
no delineamento, genitores com um mesmo numero de cruzamentos, porém
inferior a p-1. Como no dialelo descrito anteriormente, no dialelo circulante,
obtém-se informacdes sobre o0s genitores com um numero menor de
cruzamentos. Entretanto, esse dialelo tem a desvantagem das perdas de
informacdes de certas combinagBes hibridas. J& o dialelo incompleto ocorre
quando o numero de repeticdbes de cada genitor e/ou combinacdo hibrida do
planejamento original € variavel em decorréncia de perda de parcela e/ou

limitagcOes de sementes (Cruz et al., 2004; Cruz, 2006).
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3. TRABALHOS

3.1. CAPACIDADE COMBINATORIA DE GENOTIPOS DE MILHO
CONTRASTANTES QUANTO A TOLERANCIA A SECA

3.1.1. RESUMO

Na maioria das espécies cultivadas, os cruzamentos dialélicos vém sendo uma
alternativa amplamente utilizada, mais intensamente na cultura do milho, em
razdo do grande numero de informacfes genéticas que podem oferecer como
inferéncias sobre a capacidade combinatoria de genitores e hibridos. Ainda, esses
cruzamentos possibilitam o entendimento dos efeitos genéticos envolvidos na
determinacao dos caracteres. Nesse sentido, 0 objetivo deste trabalho foi estimar
a capacidade combinatdria de oito linhagens de milho sob restricdo hidrica no
solo, visando melhor entendimento do controle genético da produtividade de
grados e outras caracteristicas agrondmicas nessa condicdo de estresse e a
identificagcdo de genotipos superiores para o programa de melhoramento da
Embrapa Milho e Sorgo. Para tanto, foi realizado um dialelo completo, de meia-
tabela, entre oito linhagens contrastantes quanto a tolerancia a seca, sendo trés
linhagens tolerantes ao déficit hidrico (L5184180-04, L176-11-2-1, e L531164),
duas intermediarias (L3 e L20) e trés linhagens sensiveis (L26, L98-C-2-46 e
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L228-3). Em 2011, as respectivas combinacfes hibridas foram avaliadas em
experimento submetido a estresse hidrico no campo experimental de Janauba-
MG. Nesse ambiente, a irrigacao foi suspensa no estadio de “emborrachamento”,
aos 45 dias apos o plantio. Para garantir o estresse hidrico, os experimentos
foram instalados em época de baixa probabilidade de ocorréncias de chuvas. O
delineamento utilizado foi em latice 6x6 com trés repeticdes. Adotou-se o método
4, modelo 1 de Griffing na andlise dialélica. As variaveis avaliadas foram
intensidade de verde, florescimento feminino, florescimento masculino, intervalo
entre florescimentos, altura de planta, altura de insercdo da primeira espiga,
porcentagem de plantas acamadas e quebradas, estande final, indice de espigas
e produtividade de graos corrigida para 13% de umidade. Para IV, FF, FM, IF, AP,
AE, %AC+QB e IE os resultados mostraram que os efeitos da CGC e CEC foram
importantes, com superioridade dos efeitos aditivos aos efeitos n&o-aditivos,
entretanto, para estande e produtividade de graos, as magnitudes dos
componentes quadraticos para CEC foram maiores que 0S componentes para
CGC, evidenciando a importancia dos efeitos génicos nao-aditivos, que se
refletem em heterose nessas caracteristicas. Os resultados sugerem que as
linhagens L176-11-2-1 (L,) e L531164 (Ls3), por apresentarem valores elevados de
capacidade combinatoria para PG, possam ser utilizadas como genitores
superiores para formacédo de hibridos com maior tolerancia ao estresse hidrico.
As combinag¢des hibridas LsxLs e LsxLg apresentaram as maiores médias de
produtividade de grdos e indice de espigas, sendo, portanto, materiais

promissores quanto a tolerancia a estresse hidrico.

3.1.2. ABSTRACT

In most crop species, the diallel crosses have been a widely used alternative,
especially for maize, due to the large number of genetic information that can be
offered as inferences about combining ability of parents and hybrids. Still, these
crosses allow the understanding of the genetic effects involved in the
determination of characters. Thus, the aim of this study was to estimate the

combining capacity of eight maize lines under soil water stress conditions, in order



19

to better understand the genetic control of grain yield and other agronomic traits
under this stress as well as the identification of superior genotypes for the
breeding program of The Embrapa National Maize and Sorghum Research
Center. A complete diallel, “half-table”, was performed among eight lines
contrasting for drought tolerance, three lines tolerant to water deficit (L5184180-
04, L176-11-2-1, L531164), two intermediate (L20 and L3) and three sensitive
lines (L26, L98-C-2-46, L228-3). In 2011, their hybrid combinations were evaluated
under water stress in an field experiment located at the experimental station of
Janauba-MG. In this environment, the irrigation was interrupted at "booting" stage,
45 days after planting. To ensure the water stress, the experiments were carried
out in seasons with very low probability of rainfall occurrence. The experimental
design was lattice 6x6, with three replications. It was adopted the method 4, model
1 of Griffing diallel analysis. The variables evaluated were green intensity (Gl),
timing of female (FF) and male (MF) flowering, anthesis silking interval (ASI), plant
height (PH), first ear height (EH), percentage of broken (% BP) and lodged plants
(LP), final stand, ear index (EIl) and grain yield (GY) corrected to 13% moisture.
For GI, FF, MF, ASI, PH, EH, LP%+ BP% and EI the results showed that the
effects of GCA and SCA were important, with higher additive effects over non-
additive effects, however, for stand and grain yield, the magnitudes of the
quadratic components for SCA were higher than the components for GCA,
showing the importance of non-additive genetic effects, which reflected heterosis
in those traits. The results suggest that lines L176-11-2-1 (L) and L531164 (Ls),
which present high values of combining ability for GY, can be used as parents for
the formation of superior hybrids with improved tolerance to water stress. The
hybrid combinations L3xLs and L3xLg had the highest mean grain yield and ear

index, being, therefore, promising materials for tolerance to water stress.

3.1.3. INTRODUCAO

Em regides de clima tropical, a deficiéncia hidrica € um dos fatores mais

limitantes a producdo agricola. A obtencdo de cultivares tolerantes a esse
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estresse abidtico, que sejam mais produtivos, € um grande desafio para os
melhoristas (Barnabds et al., 2008; Chaves e Davies, 2010).

Na maioria das espécies cultivadas e, mais intensamente, na cultura do
milho, os cruzamentos dialélicos vém sendo uma alternativa amplamente
utilizada. Esse tipo de andlise oferece um grande niumero de informagao genética,
como inferéncias sobre a capacidade combinatdria de genitores e hibridos (Cruz
et al., 2004; Bordallo et al., 2005) e possibilita o entendimento dos efeitos
geneéticos envolvidos na determinacéo dos caracteres estudados.

Conforme mostrado por Cruz e Regazzi (2004), varios sdo os métodos
utilizados para andlise e interpretacdo de cruzamentos dialélicos. Dentre eles,
destaca-se a metodologia proposta por Griffing (1956), pela qual sdo estimados
os efeitos e os componentes quadraticos da capacidade geral de combinacdo
(CGC) dos genitores, e da capacidade especifica de combinacdo (CEC) dos
cruzamentos obtidos entre esses genitores. Quanto a conceituacdo da
capacidade combinatéria, segundo Sprague e Tatum (1942), a CGC representa a
resposta média de um genitor em uma série de cruzamentos, principalmente
devido aos efeitos aditivos dos alelos. A CEC representa o desvio do
comportamento esperado de um dado genoétipo, tomando como base as
capacidades gerais de combinacdo de seus parentais, sendo esta relativa aos
efeitos ndo-aditivos de dominancia e de epistasia (Vencovsky, 1987; Hallauer e
Miranda Filho, 1988; Ramalho et al., 1993).

Em programas de melhoramento de milho, o estudo da capacidade
combinatdria auxilia o melhorista na identificacdo de combinacdes hibridas
superiores, tanto para formacao de hibridos F; comerciais, como para a escolha
de genitores para formacédo de populacdes base de alto potencial genético (Cruz
et al. 2004; Cruz, 2006). Assim sendo, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar
em condi¢des de restricdo hidrica no solo, o desempenho morfo-agronémico de
oito linhagens de milho contrastantes e seus respectivos cruzamentos Fi's, 0s
quais foram obtidos em um dialelo completo de meia-tabela; estimar os efeitos da
capacidade geral e especifica de combinagdo para as varidveis avaliadas,
visando identificar as melhores combinagcdes e os melhores genitores para futura

utilizacao no programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo.
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3.1.4. MATERIAL E METODOS

3.1.4.1. Historico e pré-selecdo de linhagens de mi  |ho contrastantes quanto
a tolerancia a seca na Embrapa-CNPMS

A escolha dos parentais para formacéo do dialelo deste trabalho se baseou
nos resultados obtidos no screening, "per se”, no ano de 2009, de 190 linhagens
da Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS), realizados em ensaios experimentais
conduzidos em Janauba, sob condicdes de estresse hidrico e sem estresse
hidrico. Os ensaios foram realizados com trés repeticbes, com parcelas de uma
linha de 4 m de comprimento e 80 cm entre linhas. Para os ensaios controle (sem
estresse hidrico), a irrigacéo foi feita em todo ciclo da cultura, ja para os ensaios
sob estresse, a irrigacao foi suspensa no estadio de “emborrachamento”, o que foi
suficiente para causar 70% de reducdo na meédia geral de produtividade de graos
das linhagens (Comunicacéo pessoal — Guimaréaes, L.J.M.; e Parentoni, S.N. —
Pesquisadores da EMBRAPA-CNPMS).

Dos 190 gendtipos avaliados, as linhagens L176-11-2-1, L.5184180-04 e
L531164 foram selecionadas, dentre as mais produtivas sob estresse, como
tolerantes (T). As linhagens L3 e L20 foram classificadas como Medianas (M), e
as linhagens L26, L98-C-2-46 e L228-3 foram classificadas como Sensiveis a
seca (S) (Tabela 1). Tanto no ambiente com estresse, quanto no ambiente sem
estresse hidrico, para oito genitores selecionados na safra de 2009/10, os valores
genotipicos preditos (u+g) e as classificagcbes para produtividade de grdos se
encontram na Tabela 1. Numa analise fenotipica e visual, essas linhagens se
apresentaram bem distintas, sendo, facilmente, classificadas como tolerantes e
sensiveis, respectivamente (Comunicacdo pessoal — Guimarades, L.J.M.; e
Parentoni, S.N. — Pesquisadores da EMBRAPA-CNPMS).
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Tabela 1 — Valores genotipicos preditos (u+g) para produtividade de graos (PG),
em kg ha™, em ambiente com e sem estresse hidrico no solo, para oito genitores
selecionados dentre os 190 avaliados no ensaio instalado na safra de 2009/10,
em Janauba-MG.

: Com Estresse Sem Estresse Resposta  Reducéo
Linhagens 0
(u+g) Classificacdo (u+g) Classificacdo (u+q) (%)
L5184180-04 994 1 2179 3 T 1185 54
L176-11-2-1 779 2 2103 6 T 1324 63
L531164 775 3 2314 1 T 1539 67
L3 497 25 1351 35 M 854 63
L20 307 59 2040 7 M 1733 85
L26 177 106 1352 34 S 1175 87
L98-C-2-46 120 140 1734 11 S 1614 93
L228-3 104 159 318 174 S 214 67

Com base nesses resultados, foram selecionadas linhagens tolerantes (T)
e sensiveis (S) para formacdo do dialelo. As sementes dos hibridos dialélicos

foram obtidas em 2010/11 conforme a descricdo a seguir:

3.1.4.2. Obtencao das sementes dos hibridos dialéli  cos

A partir do acervo do programa de Melhoramento da Embrapa Milho e
Sorgo, foram utilizadas oito linhagens endogémicas de milho, sendo trés
linhagens tolerantes ao déficit hidrico (L5184180-04, L176-11-2-1 e L531164),
duas intermediarias (L3 e L20) e trés linhagens sensiveis (L98-C-2-46, L26 e
L228-3) (Tabela 1). Na Estacdo Experimental da Embrapa, no municipio de Sete
Lagoas, MG, localizada a 19°28’ de latitude S, longitude 44°15'08” W e 732 m de
altitude, para obtencdo dos 28 hibridos dialélicos, foi implantado um campo de
polinizacdo manual entre os meses de setembro de 2010 (plantio: 22/09/2010) e
fevereiro de 2011 (colheita: 08/02/2011). As linhagens foram cultivadas de forma
alternada, par a par, visando a obtencdo de todas as combinag¢des hibridas
possiveis. Cada linha de cultivo apresentava 4 m de comprimento, com
espacamento de 0,70 m entre linhas e 0,20 m entre plantas. A adubacgédo de
plantio foi constituida de 500 kg.ha™ da férmula 08-28-16, como fontes de N, P,Os
e K,0, respectivamente, mais 0,3% de Zn, e 200 kg.ha™ de uréia como adubacéo

de cobertura.
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Os cruzamentos foram realizados, manualmente, entre as plantas dos
pares dialélicos (Tabela 2). Para tanto, procedeu-se a protecdo das espigas de
todas as plantas de cada linha, anteriormente ao aparecimento dos estilo-
estigmas, sendo essas cobertas por sacos plasticos para prevencdo de
contaminacdo de pélen indesejavel. Quando as espigas protegidas apresentaram
estilo-estigmas com, pelo menos, trés cm de comprimento, realizou-se a protecéo
dos penddes maduros de plantas da fileira que correspondia ao par do
cruzamento, com sacolas de papel Kraft, para coleta do pélen desejado. Depois,
as sacolas foram utlizadas para polinizacado direcionada e para encobrir as
espigas ap6s a polinizacdo da planta da fileira-par correspondente. As
polinizacdes foram realizadas em funcdo da obtencdo de quantidade suficiente de

sementes para a continuidade do processo.

Tabela 2 - Esquema de dialelo completo, incluindo os hibridos F;s de oito
genitores (linhagens).

Pais Ly Lo Ls L Ls Ls L Ls
Ly - Y12 Y13 Y4 Yis Y16 Y17 Yig
L, - Y23 Yo Yos Y26 Yo7 Yaog
Ls - Y3 Y35 Y36 Y37 Y3g
L - Yas Yae Y7 Yag
Ls - Ys6 Ys7 Ysg
Le - Y67 Yes
Ly - Y78
Lg -

L,= L5184180-04, L, = L176-11-2-1, Ly = L531164, L, = L3, Ls = L98-C-2-46, Ls = L26, L, = L20,
Lg = L228-3.

3.1.4.3. Avaliacéo dos hibridos dialélicos

3.1.4.3.1. Condi¢des experimentais

Foram avaliados 28 hibridos dialélicos de milho a partir do cruzamento

entre oito linhagens contrastantes quanto a tolerancia a deficiéncia hidrica (L176-
11-2-1, L5184180-04, L531164, L3, L20, L26, L98-C-2-46 e L228-3), juntamente
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com oito materiais comerciais (testemunhas). O experimento foi realizado em
condicdes de campo, na Area Experimental da Embrapa Milho e Sorgo, no
municipio de Janauba, localizada na regido norte de Minas Gerais (15°47’S,
43°18'W e 516 m de altitude). As testemunhas utilizadas foram os hibridos
simples comerciais: BRS1030, BRS1060, BRS1055, AG7088, 2B707, DKB390,
P30F35, P3862.

O delineamento experimental utilizado foi o latice 6x6 com trés repeticdes.
Cada repeticao foi constituida por 36 tratamentos que corresponderam aos 28
hibridos dialélicos e as oito testemunhas. As parcelas consistiam de uma fileira de
3,6 m de comprimento, espacadas em 0,80 m entre linhas e 0,18 m entre plantas.
Nessas parcelas, e ap0s o desbaste, foram mantidas 24 plantas por parcela,
sendo duas plantas na 12 e 22 covas e na 192 e 202 covas, e uma planta nas
demais covas. Com o objetivo de garantir a densidade final desejada, foram
semeadas 40 sementes por parcela. Para garantir o estresse hidrico, 0s
experimentos foram instalados em época de baixa probabilidade de ocorréncias
de chuvas, no periodo de maio a setembro de 2011.

Os tratos culturais seguiram a recomendacao do sistema de producao da
Embrapa Milho e Sorgo, conforme a necessidade da cultura. As andlises de solo,
retiradas em duas profundidades (0 a 0,20 e 0,20 a 0,40 m), foram realizadas pelo
laboratorio de fertilidade de solos da Embrapa Milho e Sorgo, cujos resultados séo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados da andlise quimica do solo do experimento de dialelo, em
ambiente com estresse hidrico no solo, nas camadas 0 a 0,20 m e 0,20 a 0,40 m
de profundidade. Janauba-MG, 2011.

. pH
Profundidade (H20) H+Al Ca Mg Al K P M.O.
m - cmol./cm® cmol/dm?® mg/dm?® dag/Kg
0-0,20 6,00 1,63 4,02 0,95 0,05 265,60 34,21 1,46
0,20-0,40 6,10 1,70 3,07 1,34 0,21 147,90 5,04 0,74
Profundidade SB CTC V Sat. Al Cu Fe Mn Zn
m cmol/dm?® % mg/dm?®
0-020 565 728 7761 088 082 13,84 16,98 530
0,20-0,40

4,79 6,49 73,80 4,20 0,89 10,23 6,20 0,71
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Durante todo o experimento, foram monitoradas a insolagéo, a temperatura

do ar, a precipitacdo e a umidade relativa por meio de uma estacao climatolégica

localizada na cidade de Janauba-MG (Figura 1).
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Figura 1 — (A) Insolacao (Insol), (B) Temperatura do ar (Temp), (C) Precipitacao
(Precip) e (D) Umidade relativa (URmed) no periodo de conducéo do experimento
em campo experimental pertencente a Embrapa Milho e Sorgo, no municipio de

Janauba-MG.

Na adubac&o de plantio, foram aplicados 400 kg.ha™ da férmula 08-28-16,

como fontes de N, P,Os e KO, respectivamente, mais 0,3% de Zn. A adubacéo

nitrogenada de cobertura foi feita quando o milho apresentava-se no estadio de

seis folhas completamente expandidas, utilizando-se 200 kg ha™ de uréia. A
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irrigacéo foi feita, utilizando-se sistema de gotejamento sendo que, para a
imposicao do estresse hidrico, a irrigacdo foi suspensa aos 45 dias apos o plantio,
no estadio de “emborrachamento”, permanecendo, assim, até a maturacao

fisiolégica dos graos.

3.1.4.3.2. Caracteristicas morfo-agrondmicas avalia  das

No florescimento, foi determinada a Intensidade de verde das folhas (V) por
meio do medidor portatil de clorofila modelo SPAD-502 (Minolta, Japao). Para
tanto, foi usada a média de nove leituras obtidas em plantas distintas e
competitivas em cada parcela. As medidas foram feitas na folha da espiga,
selecionando-se, somente, o terco médio do limbo a 2 cm da margem da folha,
excluindo-se a nervura central da folha madura.

O florescimento feminino (FF) foi determinado, contando-se o numero de
dias entre o plantio e emergéncia dos estilos-estigmas em 50% das plantas da
parcela, enquanto que o florescimento masculino (FM) foi determinado pela
contagem do numero de dias entre o plantio e emergéncia das anteras em 50%
das plantas da parcela.

O intervalo entre florescimentos (IF) foi calculado pela diferenca, em dias,
entre o florescimento feminino e o florescimento masculino.

A altura de planta (AP) foi medida, em cm, a partir do nivel do solo até a
insercdo da ultima folha. Essa varidvel foi obtida em cinco plantas competitivas
das parcelas.

A altura da insercao da primeira espiga (AE) foi obtida, em cm, a partir do
nivel do solo até a base de insercdo da espiga superior, e a medicdo dessa
variavel foi feita em cinco plantas competitivas das parcelas.

O estande final (EST) foi obtido pelo céalculo do numero total de plantas
presentes na parcela, no momento da colheita. Apds a contagem, essa variavel
foi transformada para nimero de plantas por hectare.

Na colheita, a porcentagem de plantas acamadas e quebradas (%AC+Q)
foi obtida pela soma do nimero de plantas cujo angulo de inclinag&o foi superior a
45° em relacdo & vertical, com o nimero de plantas quebradas dividido pelo

estande da parcela e multiplicado por 100.
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O namero de espiga (NE) foi determinado, em cada parcela, pela contagem
do nimero de espigas colhido por planta, e o resultado foi corrigido para hectare.

O indice de espiga (IE) foi obtido pela relagéo entre o nimero de espigas e
o0 estande final.

A umidade de gréos, na colheita, foi medida em porcentagem de uma
amostra dos graos de cada parcela, imediatamente apds a pesagem, obtida em
aparelhno determinador e usada somente para correcdo dos valores de
produtividade de gréos para padronizacdo em 13% de umidade. E a produtividade
de graos (PG) foi determinada por meio da pesagem dos gréos de cada parcela,
corrigidos para 13% de umidade e transformados para kg ha™.

3.1.4.3.3. Andlise estatistica

3.1.4.3.3.1. Analise de variancia

Para as analises genético-estatisticas, foram utilizados os recursos
computacionais do Programa GENES (Cruz, 2007).

Encontra-se, na Tabela 4, o esquema da analise de variancia, as
esperancas dos quadrados médios e o teste F para as fontes de variagBes, em
experimento conduzido em latice, considerando, como fontes de variacéo,
tratamento, cuja variancia € obtida a partir das médias ajustadas, e o residuo
obtido a partir do erro efetivo. O modelo matematico considera a média e a fonte
de variacdo “Genotipos” como fatores fixos, e “Repeticdes”, “Blocos dentro de
Repeticdes” e “Erro” como fatores aleatorios:

Y =H T, +h<(j)+gi *
Em que:
Y = valor observado referente ao i-€simo genotipo no k-€simo bloco, dentro da j-
ésima repeticao;

M = meédia geral;

r; = efeito da j-€sima repeti¢ao;
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b,(;) = efeito do k-ésimo bloco, na j-ésima repeticao;
g, = efeito do i-esimo genotipo;

&y = erro experimental médio.

Tabela 4 - Esquema da analise de variancia para avaliacdo dos 28 hibridos
dialélicos em latice.

FV GL QM E (QM) F
Repeticéo r-1 QMR 0% +go?
Blocos/Repeticdes (b-1)r QMB/R o® +qo’,
Gendtipos g-1 QMG 0%+ r¢g QMG/QME
Erro efetivo g(r-1) QME o’
Total rg-1

3.1.4.3.3.2. Analise dialélica de Griffing e determ inacdo da capacidade

combinatoria

As analises de capacidade combinatoria foram realizadas de acordo com o
método 4, proposto por Griffing (1956), no qual sdo incluidos, apenas, os hibridos
F1, num total de p(p - 1)/2 combinacdes, considerando-se o0 modelo 1. Nesse
caso, supde-se que 0s genodtipos sdo de efeito fixo, e, apenas, o0 erro
experimental é de efeito aleatdrio. Nesse modelo, todas as conclusées devem ser
limitadas aos gendétipos em estudo no presente trabalho.

No modelo estatistico adotado, na analise da tabela dialélica com base na
meédia das repeticdes, foi realizada a decomposicédo nos seguintes efeitos (Cruz et
al., 2004):

Yi=M+g+g+si+E

Em que:

yi = valor médio do hibrido ij (i, j = 1, 2, ... p, i<));

m= média geral de todos os tratamentos;
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g = efeito da capacidade geral de combinacao do i-ésimo genitor;

g = efeito da capacidade geral de combinacao do j-ésimo genitor;

5, = efeito da capacidade especifica de combinagao para os cruzamentos entre 0s
genitores de ordem i e j; sendo sj =S;;

&; = erro experimental médio.

Para estimacdo dos efeitos e das somas de quadrados dos efeitos, foi
necessario adotar as restricbes abaixo, ja que esse parametro foi obtido a partir

de um modelo linear Y =X#+¢, no qual a matriz X ndo é de posto-coluna

completo.

O O
> 09,=0 e >'sj=0paratodoi
j

Considerando-se essas restricbes, o0s estimadores dos efeitos sao

descritos a seguir (Cruz et al., 2004).

D: 2
p(p-1)
D 1
= Y -2Y..
9; p(p—2)[p g ]
O 1 2
i =Yi— (Y Y)Y
A e AR A PR T)
D 2
S =_ = _vy?
Qtm) p(p-1)
1 4
SQy =SQ(g) =SQ(CGC) = — H'v?- y2
g (IO-Z)z " p(p-2)

2 2

1
SQ. = SQ(s)) = SQ(CEC) = Y Y Y2 - Y (Y 4Y ) — Y
Qe = SQ(s) = SQICEC) = 2. 2%~ Z 2N (M YD+ oy 5

Demonstra-se que: D> Y; (Y, +Y;) =Y Y?, logo:

i <)
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) .2,
SQICEC) = 2. 2% DN et

A Tabela 5 apresenta o0 esquema de analise de variancia para CGC e CEC,
com o0s quadrados meédios e as respectivas esperancas matematicas para o

método 4, modelo 1 de Griffing.

Tabela 5 - Esquema da analise de variancia para CGC e CEC, segundo a
metodologia de Griffing (1956), método 4, apenas os hibridos F’s.

FV GL sQ QM F E (QM)
CGC p-1 SQ, QMG QMG/QMR % *(P—=24
CEC p(p-3)/2 SQs QMS QMS/QMR 0.+
Residuo f SQ QMR o;
Em que:

___zgiz
2 2S

& MD 3 TS

f = corresponde ao numero de graus de liberdade do residuo;

O
Os estimadores dos componentes quadraticos de CGC (¢,) e de CEC

O
(@ ) podem ser obtidos da seguinte forma:

© _QMG-QMR
© (p-2)xr

0 QMS-QMR
r
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3.1.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.5.1. Andlise estatistica

a) Analise de variancia

O resumo da analise de variancia dos dados, com os valores e respectivas
significancias dos quadrados médios (QM), coeficiente de variagdo (CV) e graus
de liberdade (GL) encontra-se na Tabela 6.

Foram verificadas diferencas significativas a 1% (P<0,01) de probabilidade
pelo teste F para a fonte de variacdo Tratamento, para as caracteristicas
florescimento feminino (FF), florescimento masculino (FM), intervalo entre
florescimentos (IF), altura de planta (AP), altura de espiga (AE), indice de espiga
(IE) e produtividade de grdos (PG). Tal resultado evidencia que, para essas
caracteristicas, existe variabilidade genética entre os hibridos estudados neste
trabalho. Por outro lado, para as caracteristicas intensidade de verde (IV),
porcentagem de plantas acamadas e quebradas (%AC+QB) e estande final
(EST), ndo foram verificadas diferencas estatisticas (Tabela 6), sugerindo que as
combinacdes hibridas e as testemunhas apresentaram resposta similar, ou seja,
nao apresentaram variabilidade genética para tais caracteristicas.

Analisando-se o0s coeficientes de variacdo, verifica-se que os valores
oscilaram entre 1,16% e 14,51%, com excecédo para IF e %AC+QB (Tabela 6),
gue apresentaram valores de 62,51% e 63,90%, respectivamente. Esse fato
mostra que, em geral, houve boa precisdo experimental, de acordo com a
classificagdo proposta por Scapim et al. (1995). Essa elevada estimativa de CV
para acamamento de plantas e intervalo entre florescimentos esta em
conformidade com os valores observados em outros trabalhos (Hallauer e
Miranda, 1988; Alves, 2006). Ressalta-se que a alta magnitude de valor de CV
para tais caracteristicas ndo indica que houve erro na afericdo dos dados e/ou
descuido na conducédo do experimento, mas sim pode ser um indicativo que essas

caracteristicas sofreram a influéncia de variagdes ambientais ndo controlaveis.



Tabela 6 - Resumo da analise de variancia, médias, coeficientes de variacdo e eficiéncia do latice para as
avaliadas em 28 hibridos experimentais, mais 8 testemunhas comerciais. Janauba-MG, 2011.

dez caracteristicas

Quadrados Médiost

Fonte de Variacao GL
vV FF FM IF AP

Repeticbes 2 27,0093 5,8611 4,4815 1,7870 178,0093
Bloco/Rep (ajustado) 15 29,4495 6,6981 1,2519 7,0426 169,2130
Tratamento (ajustado) 35 23,0104" 34,7802** 16,6817** 28,6307** 516,4979**
Erro efetivo 55 18,8840 49111 0,5787 5,3072 104,1781
Média 44,80 69,28 65,59 3,69 215,88
CVe(%) 9,70 3,20 1,16 62,51 4,73
Eficiéncia do Latice (%) 105,63 102,86 116,11 102,40 106,65

Fonte de Variacao GL AE %AC+QB EST IE PG
Repeti¢cbes 2 104,8611 0,6302 9043981,5648 0,0220 37669,3704
Bloco/Rep (ajustado) 15 141,9907 0,5212 95175994,6278 0,0071 1419547,9074
Tratamento (ajustado) 35 281,0405** 0,8015™ 85596692,7103" 0,0514** 4261533,2547**
Erro efetivo 55 80,5177 0,5562 52610499,5578 0,0081 358197,2729
Média 113,47 1,17 76195,55 0,86 4123,35
CVe (%) 7,91 63,90 9,52 10,48 14,51
Eficiéncia do Latice (%) 108,94 98,65 109,72 97,41 152,19

** * = Significativo ao nivel de 1 e 5%, respectivamente de probabilidade, pelo teste F; ns= Nao significativo. Intensidade de verde (1V); Florescimento feminino
(FF); Florescimento masculino (FM); Intervalo entre florescimentos (IF); Altura de planta (AP); Altura de espiga (AE); Porcentagem de plantas acamadas e
guebradas (%AC+QB); Estande final (EST); Indice de espiga (IE); Produtividade de graos (PG).

A
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Para a maioria das caracteristicas avaliadas, a eficiéncia do latice foi alta
(Tabela 6), cujos valores foram acima de 100%. Segundo Pimentel-Gomes e
Garcia (1991), para que o latice tenha eficiéncia elevada, € necessario que seja
grande o efeito dos blocos. Por exemplo, para a produtividade de gréos, a
utilizacdo do delineamento em latice proporcionou eficiéncia da ordem de
152,19% (Tabela 6). Nesse caso, o efeito de blocos foi de grande magnitude e
possibilitou a retirada de variacdo que seria alocada no erro, se o delineamento
fosse realizado em blocos ao acaso. Além disso, o delineamento em latice
permitiu a obtencdo de médias ajustadas pela recuperacdo da informacgéao inter-
blocos. Silva et al. (2000) relatam que, quando o latice tiver eficiéncia abaixo de
100%, equivalerd a um ensaio em blocos completos casualizados, desprezando-

se a analise de variancia em latice.

b) Agrupamento de média

Na Tabela 7, encontram-se as meédias dos 28 hibridos F;'s e das 8
testemunhas comerciais, obtidas pelo teste de comparacéo de Scott Knott (1974).
Observa-se que, para a maioria das caracteristicas avaliadas neste trabalho,
houve variacdo entre as médias dos genotipos, quando esses foram cultivados
em ambiente com restricdo hidrica no solo.

Em relagdo as caracteristicas intensidade de verde (IV), porcentagem de
plantas acamadas e quebradas (%AC+QB) e estande final (EST), as
combinac¢des hibridas ndo diferiram, estatisticamente, das testemunhas, uma vez,
que apresentaram pequena variacdo entre as médias. Apesar da auséncia de
significancia, diversos trabalhos vém demonstrando a importancia do estudo de
tais caracteristicas. A intensidade de verde esta diretamente associada ao teor
relativo de clorofila nas folhas, fundamental para o processo fotossintético, e
como consequéncia, para a produtividade vegetal (Alberte e Thornber, 1977; Taiz
e Zeiger, 2010; Gholamin e Khayatnezhad, 2011).
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Tabela 7 - Médias fenotipicas de dez caracteristicas avaliadas em 28 hibridos
dialélicos e oito testemunhas comerciais de milho em condicdes de baixa
disponibilidade hidrica no solo. Janauba-MG, 2011.

Hibridos v FF FM IF AP
LixLy 45,1 a 64,0 d 62,0 e 20 c 2149 b
LixLs 49,7 a 65,0 ¢ 61,7 e 33 cC 2111 b
LixLy 47,8 a 62,7 d 62,0 e 0,7 ¢ 204,1 b
LixLs 46,8 a 62,3 d 59,7 f 2,6 ¢c 2222 a
LiXLe 452 a 64,3 d 62,0 e 23 c 2094 b
LixL7 46,7 a 67,7 C 63,0 e 4,7 ¢ 197,2 ¢
LixLsg 46,9 a 69,0 b 62,7 e 6,3 b 2150 b
LoxLs 48,8 a 69,0 b 66,3 C 2,7 c 220,3 a
LoxLg 445 a 70,0 b 68,0 b 20 c 216,5 a
LoxLs 42,1 a 69,0 b 67,0 c 20 c 234,2 a
LoxLg 46,9 a 69,7 b 65,0 d 4,7 ¢ 220,4 a
LoxL- 45,1 a 71,7 b 66,3 C 54 b 2209 a
LoxLg 42,7 a 71,3 b 69,3 a 20 c 226,6 a
L3xLs 48,2 a 69,7 b 68,0 b 1,7 c 196,7 c
L3XxLs 46,5 a 67,3 C 65,0 d 23 cC 226,5 a
L3xLe 46,0 a 68,3 b 64,0 d 43 c 226,3 a
L3xL-; 48,1 a 70,7 b 66,0 c 4,7 ¢ 2074 b
L3xLg 46,9 a 69,3 b 67,3 b 20 c 219,8 a
LaXLs 446 a 68,3 b 66,0 c 23 c 210,0 b
LaxLe 46,9 a 70,7 b 64,3 d 6,4 b 203,6 b
LaXxL7; 45,0 a 71,7 b 67,3 b 44 c 187,3 ¢
LsxLsg 45,4 a 730 b 67,3 b 57 b 210,1 b
LsxLe 43,3 a 69,3 b 65,0 c 43 c 210,3 b
LsxL7 45,4 a 730 b 66,0 c 70 b 202,0 b
LsxLg 415 a 69,3 b 65,3 C 40 c 233,5 a
LexL7 447 a 79,0 a 64,0 d 15,0 a 187,8 ¢
LeXLg 41,6 a 720 b 64,7 d 73 b 2219 a

o Lixls 424 a /73 a | 67,7 b 96 b 2037 b

Média 45,5 69,5 65,1 4.4 212,8

T, 40,9 a 69,0 b 67,0 c 20 c 2117 b
T> 48,3 a 69,7 b 66,0 c 3,7 c 2123 b
Ts 43,8 a 70,3 b 67,3 b 30c 229,8 a
Ty 40,0 a 66,3 C 68,3 b -20 c 234,4 a
Ts 42,6 a 67,0 c 66,3 C 0,7 c 228,9 a
Te 44,3 a 67,3 C 70,0 a 2,7 ¢ 220,5 a
T, 39,8 a 69,0 b 65,7 C 33 ¢ 240,6 a
Ty 382a 707b  677b 30c 2339 a
Média 42,2 68,7 67,3 1,4 226,5

L, = L5184180-04, L, = L176-11-2-1, L3 = L531164, L4 = L3, Ls = L98-C-2-46, Lg = L26, L, = L20,
Lg = L228-3, T, = BRS1030, T, = BRS1060, T3 = BRS1055, T, = AG7088, Ts = 2B707, T¢=
DKB390, T; = P30F35, Tg = P3862. lintensidade de verde (IV); Florescimento feminino (FF);
Florescimento masculino (FM); Intervalo entre florescimentos (IF); Altura de planta (AP). Médias
seguidas pela mesma letra na coluna nado diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5 % de
probabilidade.
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Tabela 7, Cont.

Hibridos AE %AC+QB EST IE PG
LixLo 117,7 a 1,3 a 80150,5 a 0,9 a 4652,8 ¢
LixLs 108,4 b 0,7 a 80633,5 a 1,0 a 3456,4 e
LixLy 1024 b 1,2 a 76343,6 a 0,9 a 3592,3 e
LiXLs 116,1 a 2,0 a 74898,6 a 0,9 a 4239,4 d
LiXLe 1195 a 0,7 a 80100,2 a 0,9 a 43245 d
LixL-; 108,2 b 1,3 a 67850,1 a 0,6 c 3132,2 e
LiXLg 1055 b 1,7 a 77304,4 a 0,6 c 2692,4 f
LoxLs 1149 a 0,7 a 79331,3 a 0,9 a 3410,6 e
LoxLy 116,1 a 1,7 a 83479,4 a 0,9 a 3758,5 e
LoXLs 1195 a 2,8 a 74458,2 a 0,9 a 4220,2 d
LoXLg 1155 a 0,7 a 75374,4 a 1,0 a 4441,3 d
LoxL7 1144 a 0,7 a 77451,0 a 0,9 a 42939 d
LoxLg 1214 a 1,3 a 65249,1 a 0,9 a 4157,2 d
L3xLs 107,2 b 1,3 a 75812,6 a 0,9 a 2626,7 f
L3xLs 115,6 a 0,7 a 72721,2 a 1,0 a 6120,7 b
LaxLe 123,4 a 0,7 a 83910,7 a 0,9 a 4177,8 d
LaxL7 113,2 a 0,7 a 81162,9 a 0,9 a 3981,2 d
L3xLg 116,9 a 15 a 80247,1 a 1,0 a 5505,2 b
LaXLs 118,7 a 1,3 a 68818,0 a 0,9 a 4225,7 d
L4XLe 1105 b 0,7 a 74939,3 a 0,6 c 34715 e
L4xL7 100,7 b 1,2 a 73638,5 a 0,7 b 3285,8 e
LsxLsg 1145 a 1,2 a 80585,2 a 0,8 b 3736,3 e
LsxLe 103,1 b 1,3 a 68769,7 a 0,9 a 3639,4 e
LsxL7 96,6 b 2,0 a 75710,1 a 0,7 b 3422,1 e
LsxLsg 117,1 a 19 a 80434,9 a 0,8 a 4156,6 d
LexL; 86,8 b 0,7 a 71660,5 a 0,5 c 1549,5 g
LexLg 106,3 b 0,7 a 88733,5 a 0,7 b 3241,2 e
L/xLsg 97,1 b 0,7 a 67467,1 a 0,6 c 1466,0 g

""" Média 1110 12 763298 0,8 37492
T, 113,9 a 1,2 a 69927,4 a 0,9 a 41170 d
T, 108,9 b 0,7 a 78562,3 a 0,9 a 5749,0 b
T3 120,6 a 0,7 a 71855,3 a 0,9 a 4988,0 c
T4 129,3 a 15 a 77401,1 a 1,0 a 5815,4 b
Ts 122,1 a 1,8 a 69874,9 a 0,9 a 4746,4 c
Te 1344 a 1,2 a 78315,0 a 10 a 6806,3 a
T7 1248 a 0,7 a 83672,6 a 1,0 a 6590,6 a

Te 1238 a 07a  761955a 09 a 46507 c

Média 122,2 11 75725,5 0,9 5432,9

L, = L5184180-04, L, = L176-11-2-1, Ly = L531164, L, = L3, Ls = L98-C-2-46, Lg= L26, L; = L20,
Lg = L228-3, T;= BRS1030, T, = BRS1060, T; = BRS1055, T, = AG7088, Ts = 2B707, T¢=
DKB390, T; = P30F35, Tg = P3862. *Altura de espiga (AE); Porcentagem de plantas acamadas e
quebradas (%AC+QB); Estande final (EST); indice de espiga (IE); Produtividade de grédos (PG).
Médias com a mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5 % de
probabilidade.
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Jallel et al. (2009) relatam que a quantificacdo dos pigmentos
fotossintéticos, em especial as clorofilas e os carotendides, € uma ferramenta
potencial a auxiliar no processo de selecdo de gendtipos de milho tolerantes a
deficiéncia hidrica. Por outro lado, Reis et al. (2011), avaliando 36 hibridos de
milho, em condigBes de estresse por seca, verificaram que as caracteristicas
secundérias de intensidade de verde, obtidas pelo medidor portatil de clorofilas
SPAD, que séao relacionadas aos teores de clorofila, e notas de Stay-Green nédo
apresentaram correlacdes significativas com a produtividade de graos e, dessa
forma, ndo se mostraram adequadas para avaliacdo da tolerdncia & seca no
conjunto de hibridos testados.

A variavel estande final apresentou média geral de 76195,55 plantas.ha™ e
a porcentagem de plantas acamadas e quebradas foi considerada baixa, com
média geral 1,17% (Tabela 6). Essas duas caracteristicas mostraram-se,
estatisticamente, invariantes entre os genotipos testados. Isso é desejavel, pois,
em unidades experimentais, a uniformidade do estande e a baixa ocorréncia de
plantas acamadas e quebradas sdo fatores que otimizam a analise e a
interpretacéo dos resultados experimentais (Schmildt et al., 2001).

Para as combina¢bes hibridas, as médias do florescimento feminino
variaram entre 62,3 a 79 dias, as do florescimento masculino variaram de 59,7 a
69,3 dias, enquanto que as médias do intervalo entre florescimentos variaram de
0.7 a 15 dias. J4 para as testemunhas, as médias do florescimento feminino
variaram entre 66,3 a 70,7 dias, enquanto que as do florescimento masculino
variaram de 65,7 a 70 dias. As médias do intervalo entre florescimentos variaram
de 0.7 a 3.7 dias, exceto para AG7088 e DKB390 que apresentaram valores
negativos de -2.0 e -2.7, respectivamente. Neste estudo, em condi¢ao de restricao
hidrica no solo, essas duas testemunhas comerciais apresentaram protoginia, e,
por isso, as médias apresentaram tais valores negativos.

Para a altura de plantas e para a altura de espigas, as médias inferiores e
superiores dos hibridos F;’'s foram, respectivamente, 187,3 a 234,2 cm, e 86,8 a
123,4 cm. Para as testemunhas, a altura de planta e altura de espiga, as médias
inferiores e superiores foram 211,7 a 240,6 cm, e 108,9 a 134,4 cm,
respectivamente. Para o indice de espiga, que € uma relacdo entre o niamero de
espigas e o numero de plantas, a variacdo foi de 0.5 a 1.0. O indice de espigas &

uma caracteristica que apresenta alta correlacdo com a produtividade de gréos
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em ambientes de estresse por seca (Banziger et al. 2000) e, portanto, deve ser
levada em consideragdo na selecéo de cultivares mais tolerantes a este estresse
ambiental. Para a variavel produtividade de gréos, nesse ambiente com estresse
por deficiéncia hidrica, as médias variaram de 1466 a 6806,3 kg ha™,
considerando-se todos os gendétipos (Tabela 7).

Para as variaveis produtividade de graos e indice de espigas, verifica-se
que as médias do grupo de testemunhas foram superiores aquelas do grupo dos
cruzamentos dialélicos estudados neste trabalho (Tabela 7). Isso era esperado,
pois as testemunhas s&o materiais comerciais, que passaram por processo de
melhoramento e foram selecionados dentre milhares de hibridos que
apresentaram elevado desempenho agronémico em testes realizados em
multiplos ambientes. Durées et al. (2002) encontraram resultados semelhantes,
avaliando a capacidade combinatoria de seis linhagens de milho tropical. A média
de rendimento de grdos dos gendtipos em relacdo a testemunha foi superior a
meédia dos F;’s, nos dois sistemas de irrigacdo aplicados, com e sem estresse
hidrico.

Dando énfase a caracteristica de maior interesse, o teste de Scott-Knott
proporcionou a formacdo de sete grupos para a produtividade de graos, cujas
médias das combinacdes hibridas variaram de 1466 kg ha™ (L;xLg) a 6120,7 kg
ha (LsxLs), evidenciando-se a grande variabilidade entre os hibridos dialélicos,
guando submetidos a deficiéncia hidrica no solo.

Com relacdo a variavel PG, verifica-se a ocorréncia de 13 hibridos
dialélicos nos grupos b, ¢ e d, sendo estes agrupados com as outras seis
testemunhas comerciais. Tal resultado demonstra o elevado potencial de alguns
hibridos avaliados e a possibilidade de utilizacdo de alguns dos melhores
genitores para continuidade do programa de melhoramento para tolerancia a seca
em milho. Desse modo, destaca-se a superioridade dos hibridos LsxLs (6120,7 kg
ha) e LsxLg (5505,2 kg ha™), uma vez que, neste trabalho, estes gendtipos
apresentaram as maiores estimativas de médias apresentadas para produtividade
de graos Em seguida, destacaram-se os hibridos LixLy, LoXLe, LiXLe, LoXL7, LiXLs,
L4XLs, LoxLs, L3XLe, LoXLg, LsXLg € L3XL7, respectivamente.

Quanto as testemunhas, foram formados quatro grupos, cujo DKB390 e
P30F35 apresentaram as maiores médias, 6806,3 e 6590,6 kg ha™,
respectivamente (Tabela 7). As testemunhas incluidas neste trabalho sao hibridos
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simples comerciais, de alto potencial produtivo e ampla adaptabilidade,
selecionados em multiplos ambientes, em diversos anos de avaliagdo. Galon et al.
(2010) relatam que a melhoria da produtividade de uma cultura pode estar
associada com a maior tolerdncia a diferentes estresses ambientais, como o
hidrico, e, assim, resultar em aumento da estabilidade de produtividade vegetal.
Dentre 0os genotipos experimentais, os hibridos LexL7 e LyXLg apresentaram
0s piores desempenhos, com as médias menores de produtividade de graos em
condicbes de restricdo hidrica no solo. Nesses cruzamentos hibridos citados,
essa resposta pode ser explicada pelo envolvimento de genitores classificados

como sensiveis a deficiéncia hidrica.

3.1.5.2. Andlise dialélica de Griffing

a) Anadlise de variancia para a capacidade de combin  acédo

As estimativas dos quadrados médios das capacidades geral (CGC) e
especifica (CGE) de combinacdo e as médias dos quadrados dos efeitos da
capacidade combinatoria estdo apresentadas na Tabela 8. Para todas as
caracteristicas avaliadas, exceto para intensidade de verde (IV), os quadrados
meédios da fonte de variagdo Genotipos, obtidos na andlise de variancia,
mostraram-se significativos (p < 0,01 ou p < 0,05). As caracteristicas IV, FF, IF,
AP, AE e %AC+QB apresentaram significancia, apenas, para CGC, indicando que
as linhagens contribuem, diferentemente, para 0s cruzamentos em que estado
envolvidas, prevalecendo o efeito aditivo.

Ja as caracteristicas FM, IE e PG mostraram significancia para CGC e
CEC, revelando variabilidade resultante dos efeitos aditivos e nao-aditivos no
controle da expressdo génica. Por outro lado, para a caracteristica EST, foi
observada significancia, apenas, para CEC, indicando que seu controle genético
€, predominantemente, relacionado aos efeitos génicos néo-aditivos (dominancia

e epistasia) (Tabela 8).



Tabela 8 - Resumo das analises dialélicas, com estimativas dos quadrados meédios de capacidade geral (CGC) e especifica (CEC)
de combinacdo, e a média dos quadrados dos efeitos, para as dez caracteristicas avaliadas em 28 hibridos de milho, obtidos em
dialelo completo de meia-tabela entre oito genitores. Janauba-MG, 2011.

Fonte de Variagao

GL

Quadrados Médiost

[\ FF FM IF AP
Genatipos 27 16,6831 42,7751** 16,5529** 26,2072** 465,7895**
CGC 7 46,8951* 141,071** 56,2355** 70,6784** 1430,0119**
CEC 20 6,1089"™ 8,3716"™ 2,6640** 10,6423™ 128,3117"
Erro 70 18,9228 6,1464 0,6684 6,6578 120,1830
Média dos quadrados dos efeitos
CGC 1,5540 7,4958 3,0870 3,5567 72,7683
CEC -4,2713 0,7417 0,6652 1,3282 2,7096
= GL Quadrados Médiost
AE %AC+QB EST IE PG
Gendtipos 27 222,417** 0,8908* 95999108,7083* 0,0559** 3309855,7696**
CGC 7 476,3905** 2,0415** 78799466,8557"° 0,1475** 6088951,2227**
CEC 20 133,5263" 0,4881" 102018983,3567* 0,0238** 2337172,3610**
Erro 70 83,7742 0,5491 58520808,2473 0,0097 549688,4281
Média dos quadrados dos efeitos
CGC 21,8120 0,0829 1126592,1449 0,0076 307736,8219
CEC 16,5840 -0,0203 14499391,7031 0,0047 595827,9776

** * = Sjgnificativo ao nivel de 1 e 5%, respectivamente de probabilidade, pelo teste F; "= N&o significativo. !Intensidade de verde (IV); Florescimento feminino
(FF); Florescimento masculino (FM); Intervalo entre florescimentos (IF); Altura de planta (AP); Altura de espiga (AE); Porcentagem de plantas acamadas e
quebradas (%AC+QB); Estande final (EST); Indice de espiga (IE); Produtividade de grdos (PG).

6€
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Para as caracteristicas IV, FF, FM, IF, AP, AE, %AC+QB e IE, houve maior
magnitude dos efeitos dos componentes quadraticos associados a CGC do que
agueles associados a CEC, indicando o predominio dos efeitos génicos aditivos
no controle da expressédo destas caracteristicas. Isso mostra que a selecdo de
linhagens com altas estimativas de CGC, para estas caracteristicas estudadas,
pode ser uma estratégia interessante para o0 desenvolvimento de novas
populacdes a serem utilizadas para a obtencéo de linhagens melhoradas.

Para o controle da expressdo das caracteristicas EST e PG, observou-se
predominancia dos efeitos nado-aditivos, relativos a dominancia e a epistasia.
(Tabela 8), pois houve maior magnitude dos componentes quadraticos de CEC
sobre os de CGC, o que estd em consonancia com os resultados obtidos por
Paini et al. (1996) e Aguiar (2004). Ferreira et al. (2008), Souza et al. (2009) e
Shiri et al. (2010) mostraram que, para a produtividade de graos, os efeitos
genéticos nao-aditivos (CEC) foram mais importantes que os aditivos (CGC). Ja,
Alves (2006) verificou que, para 0s mesmos caracteres avaliados neste trabalho
(FF, FM, AP, AE, AC+QB), a CGC foi mais importante que a CEC, excetuando-se

para producao de grédos, em que a CEC e a CGC contribuiram de forma similar.

b) Estimativas dos efeitos da capacidade de combina  ¢éo

Neste estudo, entre as oito linhagens de milho utilizadas como genitores,
0os maiores valores de CGC relativos a IV foram obtidos pelas L3 (2,8183) e L,
(1,5417), enquanto os menores valores foram obtidos para Lg (-1,7933) e para Ls
(-1,5683) (Tabela 9).

Com relacdo a variavel FF, os genitores L; e Ls apresentaram 0s menores
valores, enquanto que os maiores foram encontrados nas linhagens L; e Lg, 0 que
indica maiores contribuicbes para o atraso da emissao dos estilo-estigmas. Tal
atraso pode prejudicar a polinizacdo e, como consequéncia, reduzir a
produtividade de grdos. Ja para o FM, os genitores L; e Lg apresentaram 0s
menores valores, enquanto que os maiores foram encontrados nas linhagens Lg e
L,. Camara et al. (2007), avaliando duas popula¢cdes de milho tropical, verificaram
que a selecéo para menor FF e FM poderia proporcionar o aumento da tolerancia
ao estresse hidrico pelo aumento da prolificidade e reducéo no intervalo entre

florescimentos.



Tabela 9 - Estimativas dos efeitos de capacidade geral de combinacdo (CGC) para as dez caracteristicas avaliadas em 28 hibridos
de milho, obtidos em dialelo de meia-tabela entre oito genitores. Janauba-MG, 2011.

Caracteristicas avaliadas!

Genitores

\Y% FF FM IF AP
L1 1,5417 -5,1942 -3,7896 -1,4025 -2,8467
L -0,1783 -0,2492 1,3738 -1,6242 10,2083
L3 2,8183 -1,1392 0,4304 -1,5692 5,2083
L 0,8217 -0,0258 1,2071 -1,2358 -10,6250
Ls -1,5683 -1,2525 -0,2913 -0,9592 7,9867
Le -1,1267 1,1942 -1,1246 2,3175 -2,2950
L, -0,5150 4,1408 0,7638 3,3758 -13,9567
Lg -1,7933 2,5258 1,4304 1,0975 6,3200
Genitores %AC+QB AE EST IE PG
L1 0,0921 -0,0700 -144,6663 0,0088 -59,8613
L, 0,1338 7,1533 -144,6679 0,1021 574,9171
L3 -0,3463 4,9300 2941,7788 0,1171 728,6954
L 0,0471 -0,6267 -916,3896 -0,0063 -243,8596
Ls 0,6121 1,3183 -2652,3313 0,0488 545,4171
Le -0,4746 -3,4017 2363,1104 -0,0496 -329,1963
L, -0,1796 -9,7900 -2652,5013 -0,1546 -994,0829
Lsg 0,1154 0,4867 1205,6671 -0,0663 -222,0296

L; =15184180-04, L, = L176-11-2-1, L3 = L531164, L4 = L3, Lg = L98-C-2-46, Ls = L26, L; = L20, Lg = L228-3. tIntensidade de verde (IV); Florescimento feminino
(FF); Florescimento masculino (FM); Intervalo entre florescimentos (IF); Altura de planta (AP); Altura de espiga (AE); Porcentagem de plantas acamadas e
quebradas (%AC+QB); Estande final (EST); Indice de espiga (IE); Produtividade de grdos (PG).

144
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Ao se analisar o IF, as linhagens L,, L3, Li, Ly e Ls destacaram-se por
apresentarem estimativas negativas de CGC, indicando capacidade de manter o
ciclo pouco alterado pelo estresse, tendendo a serem mais produtivas e, portanto,
mais tolerantes a seca. Nota-se que as linhagens L;, Lg e Lg apresentaram
elevados valores positivos de CGC e que, portanto, sdo indesejaveis em
programa de melhoramento, visando tolerancia a seca, por apresentarem menor
sincronia no florescimento.

Em milho, o estresse hidrico causa o retardamento no FF e,
consequentemente, aumenta o comprimento do intervalo entre florescimentos
masculino e feminino. Trabalhos vém demonstrando que o IF é considerado um
parametro eficiente para a selecado de gendtipos com tolerancia a seca. Portanto,
essa variavel € uma ferramenta potencial a ser utilizada em programas de
melhoramento genético que tém como objetivo aumentar a estabilidade na
producdo sobre condi¢cdes de déficit hidrico (Durdes et al., 1998; Duraes et al.
2002; Gomes et al., 2011).

Avaliando-se as caracteristicas AP e AE em conjunto, nota-se que a
linhagem L7 revelou a maior contribuicéo para a reducéo do porte das plantas. Em
seguida, foram as linhagens L4, Lg e L1 devido aos menores valores encontrados,
tornando-as de interesse para regides onde sdo comuns ventos fortes.

Para a caracteristica %AC+Q, as linhagens Lg, L3, € L7y sdo valorosas, uma

- - - D 7 -
vez gque expressaram estimativas negativas de g, para essa caracteristica. Esse
fato indica tendéncia em contribuir para reducdo de plantas acamadas e
quebradas. Quanto a caracteristica EST, destacam-se as linhagens L3, Ls € Lg por

O
apresentarem o0s maiores valores positivos de g, , contribuindo, dessa forma,

para uma maior uniformidade nas unidades experimentais.
Considerando-se em conjunto as caracteristicas IE e PG, sob condi¢des de
estresse hidrico no solo, sobressairam-se as linhagens Lz e L, por apresentarem

O
0s maiores valores positivos de g,. Trata-se de linhagens que mais contribuiram

para 0 aumento dessas caracteristicas, portanto de interesse em programas de
melhoramento genético que visam ao aumento do rendimento de grdos em
condicbes de estresse por seca, o que pode selecionar, também, para a maior

viabilidade de espigas por area. Silva et al. (2011) comentam que o0s materiais
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selecionados em condi¢cdes otimizadas de cultivos sdo diferentes daqueles
selecionados em condicdes de deficiéncia hidrica. Para os autores, a selecao de
genotipos deve ser realizada em ambientes especificos. Sendo assim, a maior
viabilidade de espigas € uma caracteristica interessante em cultivares a serem

recomendados para regides sujeitas a seca.

O
As estimativas dos efeitos de capacidade especifica de combinacéo (s;)

referente aos 28 hibridos simples resultantes dos cruzamentos dialélicos entre as
oito linhagens genitoras, encontram-se na Tabela 10. O efeito da CEC é
interpretado como desvio de um hibrido em relacédo ao que seria esperado com
base na CGC de seus genitores, e esta associada aos efeitos génicos néao-
aditivos, tais como efeitos de dominancia e epistasia. Portanto, interessam ao
melhorista as combinac¢des hibridas com estimativas de CEC mais favoraveis, e
gue envolvam, pelo menos, um dos genitores que apresente uma elevada CGC
para o carater (Cruz et al., 2004).

Segundo Cruz et al. (2004), qguanto maior a magnitude dos valores da CEC,

melhor € a combinacao hibrida, pois indica desvios de dominancia favoraveis.

m]
Ainda, deve-se observar o sinal da estimativa de s, pois, para algumas

caracteristicas, interessa o aumento do valor do carater, como, por exemplo, a
produtividade de grdos. Contudo, para outras variaveis, o interesse estd na
reducdo do valor, como exemplo, a porcentagem de plantas acamadas e
quebradas.

Neste trabalho, para a variavel IV, os maiores valores de CEC foram

obtidos nos cruzamentos entre as linhagens LyxLg e LixLg (Tabela 8), pois

0O
apresentaram valores de s; positivos e elevados.

Analisando em conjunto FF e FM, destacam-se os cruzamentos LiXLo,

LixLg4, LiXLs, LoXLe, LoxL7, LaXLe, LaxL7, LsxLg, LexLg pelos valores negativos de

]
s; » 0 que indica aptidao para diminuir o ciclo de florescimento. Para a variavel IF,

destacam-se as combinac¢fes hibridas LixLs, LaXL7, L3xLg, LoxLs, LiXL7, LsXL7,

LsXLe, LiXLy, LoXL7, LaXLg, LsXLsg, LexLg, LoXLe, por apresentarem valores negativos

0

de s;, 0 que permite boa sincronizacdo entre florescimentos masculino e

feminino.



Tabela 10 - Estimativas dos efeitos de capacidade especifica de combinacdo (CEC) para as dez caracteristicas avaliadas em 28

hibridos de milho, obtidos em dialelo completo de meia-tabela entre oito genitores. Janauba-MG, 2011.

Hibridos Y FF FM IF AP
LixLs -2,2762 -0,0088 -0,6910 0,6817 -5,2788
LixLs 0,3871 1,8812 -0,0777 1,9566 -3,6088
LixL4 0,0538 -1,5621 -0,5243 -1,0367 5,5545
LiXLs 1,1138 -0,6754 -1,3560 0,6866 1,9429
LixLe -0,6679 -1,1221 1,8074 -2,9300 0,5545
LixL; -0,6095 -0,7288 0,9190 -1,6484 0,5562
LixLg 1,9988 2,2162 -0,0777 2,2900 0,2795
LoxLs 0,4471 0,9362 -0,5810 1,5183 -6,6638
LoxL4 -1,5562 0,8229 0,3124 0,5150 2,4995
LoXLs -1,1662 1,0495 0,8107 0,2383 2,2178
LoxLe 2,7221 -0,7271 -0,3560 -0,3684 -2,5005
LoxLs; 1,4404 -1,6738 -0,9143 -0,7667 12,5012
LoxLg 0,3888 -0,3988 1,4190 -1,8183 -2,7755
LsxL,4 -0,5529 1,3829 1,2557 0,1300 -10,8305
LsxLs -0,5029 0,2696 -0,2460 0,5133 3,8879
LsxLe -0,9446 -1,1771 -0,4126 -0,7634 12,4995
LsxL+; 0,4438 -1,7838 -0,3010 -1,4817 5,8312
LsxLg 0,7221 -1,5088 0,3623 -1,8733 -1,1155
L4XLs 0,8338 0,1562 -0,0226 0,1800 1,3912
L4XLeg 0,7221 0,0496 -0,8593 0,9033 3,3328
L4xL; -0,8895 -1,8971 0,2523 -2,1550 -1,6655
LsXLg 1,3888 1,0479 -0,4143 1,4633 -0,2822
LsxLeg -0,5579 -0,0638 1,3090 -1,3734 -8,6088
LsxL+; 1,5005 0,6595 0,4207 0,2383 -5,2772
LsxLg -1,2212 -1,3954 -0,9160 -0,4833 4,4462
LexL+; 0,0588 4,2129 -0,7460 4,9617 -8,3355
LexLg -1,3329 -1,1721 -0,7427 -0,4300 3,0579
L7XLg -1,9446 1,2112 0,3690 0,8516 -3,6105

L, = L5184180-04, L, = L176-11-2-1, L3 = L531164, L, = L3, Ls = L98-C-2-46, Ls = L26, L; = L20, Lg = L228-3. Intensidade de verde (IV);

Florescimento feminino (FF); Florescimento masculino (FM); Intervalo entre florescimentos (IF); Altura de planta (AP).
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Tabela 10, Cont.

Hibridos AE %AC+QB EST IE PG
LiXL, 0,2338 -0,1626 3802,9088 -0,0333 173,2088
LixLs -7,5429 -0,2326 716,4621 0,0117 -549,5695
LixL, -5,3162 -0,1160 -1212,7096 0,0750 231,9855
LixLs 2,7388 0,1290 -1791,0979 0,0000 -139,2912
LixLe 9,1288 -0,1043 2452,4605 0,1383 734,9822
LixL; 5,5171 0,1507 -4105,9279 -0,0467 200,8688
LixLg -4,7596 0,3357 137,9038 -0,1450 -652,1845
LoxLs -6,4262 -0,2743 -440,8762 -0,1417 -1464,3478
LoxLg -0,8696 0,3124 6889,2921 0,0017 -294,4629
LoxLs -1,1546 0,8874 1680,9038 -0,0633 -574,0695
LoxLe -3,0946 -0,1460 -2176,8679 0,0650 470,8738
LoxLs 8,2938 -0,4410 2838,4038 0,1100 1107,7605
LoxLg 3,0171 -0,1760 -12593,7646 0,0617 581,0372
LsxLy -6,9862 0,3924 -4298,8146 -0,0433 -1386,5712
LsXLs -0,5912 -0,7526 -2562,8729 -0,0383 1150,1522
LsxLe 9,1288 0,3340 2838,3454 0,0300 309,0955
LsxLs 8,8471 0,0390 4381,6271 0,0850 537,9821
LsxLg 3,5705 0,4940 -633,8712 0,0967 1403,2588
L4XLs 8,2955 -0,5660 -4491,7046 0,0750 527,7072
LaxLe 3,0155 -0,0593 -1405,4862 -0,1467 3,9805
L4xLs; -0,5962 0,1557 1295,1254 0,0183 761,2072
LsXLg 2,4571 -0,1193 3224,2971 0,0200 156,1538
LsxLe -5,5996 -0,0643 -7771,2046 0,0283 -657,2962
LsxLs; -5,8712 0,3507 6503,4071 -0,0067 -339,7395
LsxLg 2,1821 0,0157 8432,5688 0,0050 32,5372
LexLs -11,1512 0,1674 -3141,3746 -0,1183 -804,4562
LexLsg -1,4279 -0,1276 9204,1271 0,0033 -57,1795
LoXLg -5,0396 -0,4226 -7771,2612 -0,0417 -1463,6228

L,= L5184180-04, L, = L176-11-2-1, L; = L531164, -
de plantas acamadas e quebradas (%AC+QB); Estande final (EST); Indice de espiga (IE); Produtividade de gréos (PG).

L, =L3, Ls =L98-C-2-46, Ls = L26, L, = L20, Lg = L228-3. *Altura de espiga (AE); Porcentagem

N
al
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Para a caracteristica AP, destacam-se as combinag¢des hibridas LjxLy,
LixLs, LoxLs, LoxLg, LoXLs, |_3X|_4’ LsxLg, LaxL7, LaXLg, LsXLg, LsXL7, LgXL7, L7XLg, por

]
apresentarem valores negativos de s; . Ja para AE, destacaram-se LixLs, LiXLy,

LiXLs, LoXLs, LoXLa, LoXLs, LoXLe, LaXLa, LaXLs, LaXL7, LsXLe, LsXL7, LeXL7, LeXLg, L7XLsg,
Os demais hibridos simples apresentaram CEC positivas. Para tais
caracteristicas, principalmente em locais onde ocorrem ventos fortes, s&o
desejaveis que as estimativas da capacidade especifica de combinagdo sejam
negativas para reducdo no porte de plantas. Porém, quando se visa a utilizacao
da cultura do milho como silagem, como exemplo, a producéo de forragem para a
criacdo de bovino, é indicada, nesse caso, os hibridos que contribuem para maior
altura, que, possivelmente, apresentardo maior matéria seca (Restle et al., 2002)
(Tabela 10).

A andlise da caracteristica %AC+QB revela que os hibridos LsXLs, L4XLs,

O
L;XLg apresentaram os maiores valores negativos de CEC (Sij ), evidenciando

uma maior contribuicAo para a redugdo de ocorréncia de acamamento e
guebramento de plantas.

Para EST, as combinacfes hibridas mais favoraveis foram: LixL,, LixLs,
LixLe, LiXLs, LoXLs, LoXLs, LoxLs, LsXLg, LsxL7, LaxLs, LaxlLg, LsxL7, LsXlLg, LgXLs,
pois essas combinagdes apresentaram os valores de CGC positivos. Os demais
hibridos simples apresentaram CEC negativos.

Na Tabela 10, ao se analisar os resultados, verifica-se que 0s maiores
valores positivos de CEC, para a variavel IE, foram observados nos hibridos LixLg
e LoxL;, indicando heterose favoravel para aumento da viabilidade de espigas.
Esse fato mostra um resultado importante para cultivo de milho sob estresse por
deficiéncia hidrica.

Para a variavel produtividade de gréos, os resultados de CEC mostraram
gue os hibridos LoxL7, L3XLs e L3XxLg destacaram-se pelos melhores desempenhos
apresentados em condi¢cfes de deficiéncia hidrica no solo, com maiores valores
positivos (1107,7605, 1150,1522 e 1403,2588, respectivamente) (Tabela 10).
Com relagdo a média geral de produtividade de grdos dos hibridos dialélicos
(3749,2 kg.ha™), os valores de CEC desses trés hibridos representam de 30 a
37%, o que indica alta heterose nesses cruzamentos especificos. Observa-se,

ainda, que esses hibridos sdo derivados de cruzamentos que envolvem as
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linhagens L, e L3, as quais foram consideradas os melhores genitores, pois
apresentaram as maiores estimativas positivas para CGC (Tabela 9). Segundo
Cruz e Regazzi (2004), a combinacéo hibrida mais favoravel é a que apresenta
maior capacidade especifica de combinacdo e que seja resultante de um
cruzamento que envolva um dos parentais com alta capacidade geral de
combinagao.

As combinacgdes hibridas L3XLs e L3XxLg apresentaram maiores médias de
produtividade e indice de espigas, baixos valores de acamamento e quebramento,
médias altas para as variaveis estande e intensidade de verde, e boa coincidéncia
entre florescimentos masculino e feminino, contudo apresentaram porte alto.
Portanto, esses hibridos apresentam-se como materiais promissores devido a
tolerancia a seca. Entretanto, € necessaria a realizacdo de avaliacbes em maior
namero de ambientes, com e sem estresse por deficiéncia hidrica, e
caracterizagbes mais detalhadas, como para reacdo as principais doencgas, para

que haja uma melhor definicdo do potencial comercial desses hibridos.

3.1.6. CONCLUSOES

1- Proporcionalmente, para as caracteristicas IV, FF, FM, IF, AP, AE, %AC+QB e

IE, os efeitos aditivos foram mais importantes do que os ndo-aditivos.

2- Sob condicdo de seca, evidenciou-se a importancia da heterose no controle da

produtividade de graos, em milho.

3- As linhagens L176-11-2-1 (L) e L531164 (L3) mostraram-se superiores para
formacao de hibridos com maior tolerancia ao estresse hidrico.

4- As combinacfes hibridas L3xLs e LsXxLg apresentaram maiores meédias de
produtividade de grdos e indice de espigas, sendo, portanto, materiais
promissores devido a tolerancia a estresse hidrico.
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3.2. ATRIBUTOS MORFOFISIOLOGICOS DA PARTE AEREA E D O SISTEMA
RADICULAR DE LINHAGENS DE MILHO CONTRASTANTES QUANT O A
TOLERANCIA A SECA

3.2.1. RESUMO

A deficiéncia hidrica € uma das maiores limitagées da producdo mundial de
alimentos, e o entendimento de mecanismos morfofisiolégicos de plantas
apresenta-se como uma ferramenta a auxiliar os programas de melhoramento
genético na obtencédo de genotipos eficientes e/ou tolerantes a deficiéncia hidrica.
Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a parte aérea e a morfologia
radicular de linhagens de milho contrastantes submetidas a deficiéncia hidrica no
solo. Foram avaliadas, em casa de vegetacao, na Embrapa Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, MG, seis linhagens de milho contrastantes quanto a tolerancia a seca,
sendo duas linhagens tolerantes L176-11-2-1, L5184180-04, uma intermediaria
L3, e trés linhagens sensiveis ao déficit hidrico L98-C-2-46, L26, L228-3. O
delineamento utilizado foram blocos casualizados, em esquema fatorial 6x2,
sendo seis genaotipos e dois niveis de disponibilidade hidrica, com trés repeticdes.
Os tratamentos foram: sem estresse hidrico, em que a reposicao diaria de agua
foi realizada até o solo atingir a umidade na capacidade de campo, ou seja, 100%
de reposicdo, e com estresse hidrico, onde a reposicdo hidrica foi realizada,
diariamente, aplicando-se 50% da agua total disponivel, sendo imposto esse

estresse no estadio vegetativo V, e mantido por dez dias. As plantas foram
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coletadas e avaliadas aos 39 dias ap0s a semeadura, e determinada a morfologia
radicular com o auxilio de um analisador de imagens digitais WinRhizo. Foi
verificada variabilidade genética entre as linhagens de milho para discriminacao
de plantas com base nas caracteristicas de morfologia de raiz. As caracteristicas
comprimento total de raiz e relacdo massa seca de raiz e parte aérea foram as
gue melhor diferenciaram as linhagens tolerantes das sensiveis ao estresse
hidrico. A técnica de analise de imagens digitais mostrou-se uma ferramenta
promissora para estudos de raizes em fase precoce do milho. Contudo, em
programas de melhoramento genético, necessita-se de mais estudos para melhor
entender os mecanismos de adaptacdo do milho sob baixa disponibilidade hidrica

no solo.

3.2.2. ABSTRACT

Water deficit is one of the major limitations of global food production, and the
understanding of morphophysiological mechanisms of plants is presented as a tool
to aid breeding programs to obtain genotypes efficient and/or tolerant to water
deficit. Thus, the aim of this study was to evaluate shoot and root morphology of
inbred lines contrasting to drought submitted to soil water deficit. This study was
carried out in a greenhouse at The Embrapa National Maize and Sorghum
Research Center, Sete Lagoas, MG. It was used six maize inbred lines contrasting
to drought tolerance, being two tolerant lines (L176-11-2-1, L5184180-04), one
intermediate (L3), and three lines sensitive to water deficit (L98-2-C-46, L26, L228-
3). The experimental design was randomized blocks in factorial scheme 6x2, with
six genotypes and two levels of water availability, and three replications. The
treatments were: without water stress, where the daily replacement of water was
performed until soil moisture reaches field capacity, in other words, 100%
replacement, and with water stress, in which water replacement was performed
daily by applying 50% of the total water available. This stress was imposed at the
growth stage V4, and maintained for ten days. The plants were collected and
evaluated 39 days after sowing, by evaluating root morphology using the digital

image analyzer software WinRhizo. Genetic variability was observed among maize
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lines for discrimination based on root morphology characteristics. Total root length
and root dry weight /shoot dry weight ratio characteristics were the best to
differentiate the drought tolerant lines when compared to the sensitive ones. The
technique of digital image analysis proved to be a promising tool for studies of
roots at early growth stages of maize. However, in breeding programs there is
need for further studies to better understand the mechanisms of maize adaptation

under low soil water availability.

3.2.3. INTRODUCAO

A deficiéncia hidrica, associada a altas temperaturas do solo e do ar e altas
irradiancias, é um dos fatores do ambiente mais limitante para produtividade das
culturas agricolas, incluindo o milho (Rahman et al., 2004; Barnabas et al. 2008).
Esse tipo de estresse pode afetar a eficiéncia do processo fotossintético, tanto de
forma direta, por meio da desidratacdo do citoplasma (efeito n&do-estomatico),
como indiretamente, devido ao fechamento estomético (efeito estomatico). As
plantas, sob limitag&o hidrica, precocemente, reduzem a conduténcia estomatica,
e essa reducao afeta o processo de transpiracao, elevando a temperatura foliar e,
consequentemente, reduzindo a assimilacao fotossintética do carbono (Chaves et
al., 2002, 2003; Hura et al., 2007).

Quando expostas a baixa disponibilidade hidrica no solo, diversas espécies
vegetais desenvolvem mecanismos de adaptacdo ao ambiente, culminando em
uma série de respostas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas das plantas (Bray,
1997; Pereira et al. 2003; Medici et al., 2007; Jaleel et al., 2009), e o crescimento
radicular € um desses mecanismos que as plantas desenvolveram a fim de
garantir a sobrevivéncia e reproducao.

O estudo do sistema radicular € de grande importancia, pois as raizes
estdo diretamente relacionadas com a absor¢cdo de agua e nutrientes para as
plantas e, consequentemente, com a produc¢éo das culturas. Sob déficit hidrico, o
sistema radicular sintetiza o acido abscisico, o qual é transportado no xilema para

a parte aérea. Nas folhas, esse fitorh6rmdnio causa o fechamento estomatico e
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reduz a transpiracéo e expansao foliar, evitando, assim, a desidratacao da planta
(Davies e Zhang, 1991; Neill et al., 2008).

Diante do exposto, o estresse hidrico € um dos fatores ambientais mais
limitante para producéao de alimentos do mundo (Rahman et al., 2004; Barnabas
et al. 2008). Dessa forma, o desenvolvimento de cultivares tolerantes a seca e/ou
eficientes no uso da agua é uma estratégia importante no melhoramento de
plantas. Para tanto, o entendimento de mecanismos morfofisiologicos das plantas
apresenta-se como uma ferramenta para auxiliar os programas de melhoramento
genético vegetal. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi avaliar as
caracteristicas da parte aérea e a morfologia do sistema radicular de linhagens de
milho contrastantes submetidas a dois niveis de disponibilidade hidrica no solo; e,
com base nestes dados, caracterizar os genotipos em condicdo de baixa
disponibilidade hidrica no solo, com a finalidade de entender os possiveis

mecanismos fisioldgicos associados a tolerancia a seca.

3.2.4. MATERIAL E METODOS

3.2.4.1. Condicbes experimentais

Foram avaliadas seis linhagens endogamicas de milho contrastantes em
relacdo a tolerancia ao estresse hidrico, sendo duas linhagens tolerantes (L176-
11-2-1, L5184180-04), uma intermediaria (L3), e trés linhagens sensiveis ao
déficit hidrico (L98-C-2-46, L26, L228-3). Essas linhagens foram pré-classificadas
quanto a tolerancia a seca com base na produtividade de graos, sendo
pertencentes ao Programa de Melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo.

O experimento foi realizado em casa de vegetacéo, entre marco e abril de
2011, na Embrapa Milho e Sorgo, situada no municipio de Sete Lagoas, MG,
localizado a 19°28'S, 44°15'08"W e 732m de altitude. Nesse local, segundo
Kdopen, o clima é classificado como Aw (clima de savana com inverno seco).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, em
esquema fatorial 6x2, sendo seis gendtipos e dois niveis de disponibilidade

hidrica, com trés repeticdes. Manualmente, foram semeadas quatro sementes por
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vaso de 10 litros a uma profundidade média de quatro centimetros, e, apds sete
dias, foi feito o desbaste, deixando duas plantas por vaso.

O solo utilizado foi o Latossolo Vermelho Distréfico Tipico (Embrapa, 1999),
e, como adubacao de plantio, as plantas receberam 35g da formula 8-28-16 como
fonte de N, P,Os5 e K;O, respectivamente, mais 0,3% de Zn. Foram realizadas
duas adubag6es de cobertura, com aplicacdo de 2g vaso™ de sulfato de aménio.
Para o controle de lagartas S. frugiperda, foi aplicado o inseticida Lorsban 480 BR
(clorpirifés).

O teor de agua no solo foi monitorado, diariamente, em dois periodos,
manha e tarde (9 e 15h, respectivamente), por meio de um sensor de umidade
watermark™ (Spectrum Technologies, USA) instalado no centro dos vasos a uma
profundidade de 20 cm. A reposicdo hidrica foi realizada com base nas leituras
obtidas com o sensor e a agua reposta até a capacidade de campo. Esses
calculos foram realizados com o auxilio de uma planilha eletrénica, feita de acordo
com a curva de retencao de agua do solo.

Os tratamentos foram considerados sem estresse hidrico (IRN), em que a
reposicéo diaria de agua foi realizada até o solo atingir a umidade na capacidade
de campo, ou seja, 100% de reposicdo, e o tratamento com estresse hidrico
(ESTR), que foi feito com a reposicéo hidrica realizada diariamente, aplicando-se
50% da agua total disponivel. Ou seja, no tratamento com estresse hidrico, a
reposicdo de &gua era feita até o potencial da &gua no solo atingir,
aproximadamente, —70 kPa, cujo valor corresponde ao solo especificado. Esse
estresse foi imposto no estadio vegetativo V, e mantido por dez dias. A colheita e
todas as avaliacGes foram realizadas no estadio V.

Foram monitoradas a radiacéo fotossinteticamente ativa, a temperatura do
ar, a umidade relativa e o déficit de pressdo de vapor por meio de uma mini-
estacdo climatologica modelo Watch Dog 2475 (Spectrum Technologies, USA)

instalada dentro da casa de vegetacao, na Embrapa Milho e Sorgo (Figura 1).
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Figura 1 — (A) Radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA), (B) Temperatura do ar
(Temp), (C) Umidade relativa (URmed) e (D) Déficit de Presséo de Vapor (DPV) no
periodo de conducao do experimento, em casa de vegetacdo, ha Embrapa Milho e
Sorgo, no municipio de Sete Lagoas-MG.

3.2.4.2. Avaliacado de caracteristicas da parte aére a e do sistema radicular
A intensidade de verde foi estimada por meio do medidor portatil de
clorofila modelo SPAD-502 (Minolta, Japao), usando a média das duas plantas

por vaso. Em cada folha, foram realizadas cinco leituras por genatipo,
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selecionando-se, somente, o terco médio do limbo a 2 cm da margem da folha,
excluindo-se a nervura central da folha madura.

Posteriormente, as plantas inteiras foram coletadas, retirando-se blocos de
solo, com auxilio de uma espatula de metal, e separadas em sistema radicular e
parte aérea na altura do coleto. As amostras com a parte aérea foram colocadas
em sacos de papel devidamente identificados e transportadas para o Nucleo de
Estresse Abidtico e relacédo solo-agua-planta do Laboratério de Fisiologia Vegetal
da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

A determinac@o da area foliar fotossinteticamente ativa foi realizada por
meio do medidor do tipo esteira modelo LI-3100 (Licor, Lincoln, NE, USA).
Posteriormente, a parte aérea (folhas e colmos) foi armazenada em sacos de
papel e transportada para uma estufa de circulacdo forcada de ar a 72°C até
atingir massa constante. Apos a secagem, o material vegetal foi pesado para
determinacdo de sua matéria seca (MSPA). J& as raizes foram lavadas com agua
corrente, utilizando-se um conjunto de peneiras de 20 e 60 Mesh até que
ficassem livres de particulas do solo. Em seguida, foram armazenadas em frascos
contendo solugdo de etanol 70% até o dia da avaliacdo da morfologia, para evitar
desidratacdo das raizes. No dia das avalia¢des, essas foram retiradas do alcool e
colocadas em uma bandeja contendo agua destilada.

Para a analise da morfologia do sistema radicular, foi utilizado o sistema
WIinRHIZO Pro 2007a (Régent Instr. Inc.), acoplado a um scanner profissional
Epson XL 10000 equipado com uma unidade de luz adicional (TPU). Foi utilizada
uma definicdo de 400 (dpi) para as medidas de morfologia de raiz, como descrito
por Bauhus e Christian (1999), Bouma et al. (2000) e Costa et al. (2002).

As raizes foram dispostas em uma cuba de acrilico de 30 cm de largura por
40 cm de comprimento, contendo, aproximadamente, 1 cm de agua (Figura 2A). A
utilizacdo desse acessorio permitiu a obtengdo de imagens em trés dimensdes,
evitando-se, também, a sobreposi¢cdo das raizes; as leituras foram realizadas em
duas plantas por vaso para cada repeticdo. Posteriormente, para analise

estatistica dos dados, foi feita a média (Figura 2B).
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Figura 2 — (A) Scanner profissional Epson XL 10000, com a cuba de acrilico
contendo as raizes de linhagens de milho contrastantes quanto a tolerancia ao
estresse hidrico; (B) Imagem tridimensional da morfologia de raizes de milho,
utilizando-se o Programa do WinRhizo.

As analises abaixo relacionadas foram realizadas imediatamente apés a
obtencao das imagens e armazenadas como arquivos TIFF, para posterior acesso
por meio da planilha Excel XLRhizo integrada ao sistema. Foram determinados o
comprimento total de raiz (CTR, em cm), a area de superficie de raiz (ASR, em
cm?), o diametro médio de raiz (DMR, em mm), o volume total de raiz (VTR, em
cm3), e o comprimento e area de superficie de raiz por classe de diametro (em
mm). As raizes foram classificadas segundo trés classes de diametro baseada no
critério de classificacdo de raizes proposto por Bhom (1979) a seguir: raizes muito
finas (O < 0,5 mm), raizes finas (0,5<0<2 mm), raizes grossas (J>2 mm).

Apbs a determinacao das caracteristicas morfolégicas de raiz, o material foi
armazenado em sacos de papel e transportado para uma estufa de circulacéo
forcada de ar, a 72°C, até que fosse atingida massa constante. Apos a secagem,
0 material vegetal foi pesado para determinacdo da massa seca de raiz (MSR, em
g planta®); massa seca total (MST, em g planta™); relacdo raiz/parte aérea
(MSR/MSPA).
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3.2.4.3. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e, para
comparacoes entre as médias dos tratamentos, foi utilizado o teste Tukey a 5%
de probabilidade. Para a analise estatistica dos resultados, foram utilizados os
recursos computacionais do Programa GENES (Cruz, 2006).

Encontra-se, na Tabela 1, o esquema da analise de variancia e as
esperancas dos quadrados médios para as caracteristicas avaliadas. O modelo
matematico considera como fixos todos os efeitos, exceto o bloco e o erro

experimental:
Yik =m+B, +G+A; +CGA; +¢&

Em que:

Y, : observagdo no k-ésimo bloco, avaliado no i-eésimo gendtipo e j-€simo
ambiente;

m: média geral do ensaio;

B, : efeito do bloco k,comk=1,2e 3;

G, : efeito do genotipo i, comi=1, 2, ...., 6;

A, : efeito do ambiente j, comj=1e 2;

GA : efeito da interagdo entre o genotipo i e o ambiente j;

& - erro aleatdrio associado a observagao ijk.

Tabela 1 - Esquema da analise de variancia das caracteristicas avaliadas

FV GL QM E (QM) F
Blocos r-1 QMB o® +go;
Ambientes (A) a-1 QMA gl+gre, QMA/QMR
Genotipos (G) g-1 QMG o’ +arg, QMG/QMR
GxA (a-1)(g-1) QMGA ol +rg, QMGA/QMR

Residuo (ga-1) (r-1) QMR o’
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Em que:

r = niumero de blocos (repeticdes);
g = numero de genotipos (tratamentos);
a = numero de ambientes. No caso, nivel de disponibilidade hidrica no solo, com e
sem estresse hidrico.
o? = componente de variancia do erro experimental;
o _ QMG-QMR
g ar
J _ QMGA -QMR

ga r

= componente de variancia genética

= componente de variancia da interacdo genétipo x ambiente.

3.2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.5.1. Avaliacdo de linhagens endogamicas de milh o submetidas a

deficiéncia hidrica

Os resultados da analise de variancia e os coeficientes de variacdo para as
caracteristicas de morfologia da parte aérea e do sistema radicular séo
apresentados na Tabela 2. Foram observadas diferengas significativas entre
genotipos a 1% e/ou 5% de probabilidade para todas as caracteristicas avaliadas,
exceto para intensidade de verde, tanto no ambiente com estresse, quanto no
sem estresse hidrico. Este fato indica que existe grande variabilidade genética
para a selecdo de plantas com base nessas caracteristicas. No experimento,
apesar da auséncia de significancia da intensidade de verde entre as linhagens, a
importancia dessa caracteristica € verificada em diversos trabalhos. Por estar
associada ao teor de clorofilas totais, essa variavel pode auxiliar, indiretamente,
na avaliacdo da eficiéncia fotossintética em diferentes ambientes. Observa-se,
interacdo entre genaotipos e os tratamentos aplicados para todas as caracteristicas
avaliadas, exceto para intensidade de verde (Tabela 2). Ou seja, as linhagens
apresentaram respostas diferentes em ambos os ambientes, com e sem estresse

hidrico no solo.



Tabela 2 — Resumo da analise de variancia e os coeficientes de variacdo envolvendo seis linhagens de milho (G) e dois niveis de
disponibilidade hidrica (A), sem estresse e com estresse hidrico, para todas as caracteristicas avaliadas. Sete Lagoas-MG, 2010.

Quadrado Médio

Caracteristicas® Medias  CV(%) FV Bloco Gendtipo (G) Ambiente (A) GxA Residuo
GL 2 5 1 5 22
\Y 34,76 4,97 2,3265 20,0225™ 367,0417* 7,3892" 2,9881
AF 1337,16 13,06 1480,1853 364328,8394**  11605105,2460** 414557,5108*  30481,3398
CTR 492517 12,39 68318,45839 5593423,6321*  22110794,5581* 2764578,1225* 372532,8797
ASR 834,44 14,22 7887,2587 163897,2807** 76147,4827* 131998,7515**  14075,7151
DMR 0,86 11,89 0,0018 0,1893** 0,9120** 0,0784** 0,0105
VTR 11,52 21,52 2,0610 34,0985** 184,4164** 19,7198+ 6,1533
CRMF 3378,29 19,42 609002,5585 2901632,7444*  15677151,9155** 2405505,0565* 430668,1971
CRF 2732,86 16,36 123541,2076  2422741,8936* 652085,8587  2050939,9268** 199941,8905
CRG 101,33 21,27 427,0308 3281,2273** 48356,01** 2717,3614** 464,4738
ASMF 232,37 19,70 1096,2525 8574,2725** 32910,1928** 8193,9881* 2095,3828
ASF 404,62 21,91 1699,8485 36035,6918* 36649,9117* 26616,9045* 7858,3354
ASG 88,65 18,35 399,9536 2598,1107** 37799,1364 ** 1955,6585** 264,6025
MSPA 6,89 30,81 0,7613 7,0069* 129,5423** 11,8301** 2,4574
MSR 2,09 15,94 0,0387 0,4513** 0,0452" 0,2446** 0,0607
MST 8,98 24,67 0,4580 8,7005* 124,7503** 13,7995+ 2,6779
MSR/MSPA 0,34 15,42 0,0009 0,0106* 0,3125** 0,0122%* 0,0028

** * = Sjgnificativo ao nivel de 1 e 5%, respectivamente de probabilidade, pelo teste F; ns= N&o significativo. ! Intensidade de verde (1V); Area foliar (AF, em
cm?); Comprimento total de raiz (CTR, em cm); Area de superficie de raiz (ASR, em cm?); Didmetro médio de raiz (DMR, em mm); Volume Total de raiz (VTR,
em cm3); Comprimento de raiz muito fina (CRMF, em cm); Comprimento de raiz fina (CRF, em cm); Comprimento de raiz grossa (CRG, em cm); Area de
superficie de raiz muito fina (ASMF, em cm?); Area de superficie de raiz fina (ASF, em cm?); Area de superficie de raiz grossa (ASG,em cm?); Massa seca da
parte aérea (MSPA, em g planta'l); Massa seca de raiz (MSR, em g planta'l); Massa seca total (MST, em g planta'l); Relacdo Massa seca de raiz e Massa seca
de parte aérea (MSR/MSPA, em g planta™).

€9
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A imposicdo do estresse hidrico influenciou, significativamente, todas as
caracteristicas avaliadas, exceto para massa seca de raiz (MSR). No ambiente
onde foi imposto o estresse hidrico (ESTR), houve maior reducdo das
caracteristicas intensidade de verde (IV), area foliar (AF), massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca total (MST), area de superficie de raiz (ASR),
didmetro médio de raiz (DMR), e volume total de raiz (VTR), comparado ao
tratamento controle, onde foi realizada a irrigacdo normal (IRN) (Figuras 3, 4, 5 e
6).
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Figura 3 — Intensidade de verde (IV) de linhagens de milho submetidas a
condicdes de estresse hidrico (ESTR) e sem estresse hidrico (IRN). Cada coluna
representa a média das trés repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula no tratamento ESTR ou maiuscula no tratamento IRN ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Valores de
porcentagem representam a variacado do tratamento ESTR em relacdo ao IRN
(controle - 100%) para cada linhagem.
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Na classificagcdo de Pimentel-Gomes (1985), os coeficientes de variacao
sao considerados baixos, quando inferiores a 10%; médios, entre 10 e 20%; altos,
quando estdo entre 20 e 30%; e muito altos, quando sdo superiores a 30%. De
modo geral, com base nessa classificacdo, os coeficientes de variacdo ficaram
entre 4,97 e 30,81%, sendo, portanto, classificados como baixos e altos, mas
consistentes com valores observados na literatura, para avaliacdo de morfologia
da parte aérea e de raiz de linhagens.

Para area foliar, no ambiente onde foi imposta a deficiéncia hidrica no solo,
observa-se uma tendéncia a menor area foliar das linhagens L5184180-04, L176-
11-2-1 e L3, respectivamente (Figura 4). Esse fato sugere que, em condi¢ao de
limitacdo hidrica no solo, essas linhagens investem menos fotoassimilados para
estruturas responsaveis pela interceptacdo da energia luminosa e, com isso,

possuem menor area transpiratoria.
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Figura 4 — Area Foliar (AF) de linhagens de milho submetidas a condicbes de
estresse hidrico (ESTR) e sem estresse hidrico (IRN). Cada coluna representa a
meédia das trés repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra mindscula no
tratamento ESTR ou maiuscula no tratamento IRN n&o diferem estatisticamente
entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Valores de porcentagem
representam a variagcdo do tratamento ESTR em relacdo ao IRN (controle -
100%) para cada linhagem.
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Em condi¢bes normais de irrigacdo, observa-se que as linhagens L3, L98-
C-2-46 e L26 apresentaram 0s menores valores de area foliar. No entanto, as
linhagens L5184180-04 e L176-11-2-1, classificadas como tolerantes a deficiéncia
hidrica no solo, juntamente com a L228-3, considerada sensivel a seca,
apresentaram os maiores valores de area foliar (Figura 4).

Em vérias espécies, a limitagdo, na area foliar, € considerada a primeira
resposta das plantas ao déficit hidrico (Fernandez et al., 1996; Khan et al., 2001,
Lombardini, 2006; Taiz e Zeiger, 2010) e, dependendo da capacidade genética,
da duracdo, da severidade e do estadio de desenvolvimento das plantas (Chaves,
1991; Bray, 1993), pode causar reducao irreversivel da atividade fotossintética
(Zhang et al., 1999; Rahman et al., 2004).

Nas figuras 5A, B e C, verifica-se que, em condi¢des de estresse hidrico,
ndo houve diferenca estatistica entre as linhagens para as caracteristicas MSPA,
MSR e MST. No entanto, foi observado um maior acumulo de MSPA e MST da
linhagem sensivel L98-C-2-46, possivelmente, em decorréncia da maior area
foliar apresentada.

Em condi¢bes de irrigacdo normal, as linhagens L5184180-04, L176-11-21
(tolerantes) e L228-3 (sensivel) apresentaram os maiores valores de MSPA e
MST, enquanto que, para a MSR, houve superioridade, apenas, da linhagem
L228-3. Rezaeieh et al. (2011) encontraram diferenca de massa seca entre 0s
genotipos avaliados, sendo que a massa seca da raiz foi identificada como o
principal critério para a selecdo de gendtipos de milho sob condi¢des de seca.
Contudo, neste presente trabalho realizado em Sete Lagoas/MG, essa variavel
nao foi um indicador adequado para a discriminacdo de genotipos tolerantes em
limitacé&o hidrica do solo.

Na condicdo de limitagdo hidrica, a linhagem sensivel L98-C-2-46
apresentou a menor relacdo massa seca de raiz e massa seca da parte aérea
(MSR/MSPA), em decorréncia da maior MSPA (Figura 5D).
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Figura 5 — (A) Matéria seca da parte aérea (MSPA), (B) Matéria seca de raiz
(MSR), (C) Matéria seca total (MST), (D) Relacdo Massa seca de raiz e Massa
seca da parte aérea (MSR/MSPA) de linhagens de milho submetidas a condi¢des
de estresse hidrico (ESTR) e sem estresse hidrico (IRN). Cada coluna
representa a média das trés repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra
mindscula no tratamento ESTR ou mailscula no tratamento IRN ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Valores de
porcentagem representam a variacao do tratamento ESTR em relacdo ao IRN
(controle - 100%) para cada linhagem.
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Na Figura 6, sdo apresentadas as caracteristicas comprimento total de raiz
(CTR), a area de superficie de raiz (ASR), o diametro médio de raiz (DMR) e o
volume total de raiz (VTR), com as meédias de trés repeticdes das linhagens de
milho, quando cultivadas em ambiente com e sem deficiéncia hidrica no solo. A
exposicdo das plantas a deficiéncia hidrica resultou em diferengcas na morfologia
do sistema radicular. Tal comportamento, também, foi verificado em varios
trabalhos (Cantéo et al., 2008; Magalhaes et al., 2011; Rezaeieh e Eivazi, 2011).

Os maiores valores do comprimento total de raiz foram verificados no
ambiente em que houve deficiéncia hidrica (Figura 6A). Como base na literatura,
tal resposta era esperada. O CTR € uma caracteristica associada a sustentacéo e
nutricdo das plantas. Como evidenciado em varios estudos, sob condi¢cdes de
deficiéncia hidrica no solo, as plantas respondem, adaptando-se ao ambiente
estressado, promovendo uma expansdao do sistema radicular e uma maior
exploracdo de agua armazenada por volume de solo (Hoogenbomm et al., 1987;
Hund et al., 2009).

Observa-se, na Figura 6B, que, quando submetida a deficiéncia hidrica, a
linhagem L5184180-04 apresentou alto valor de area de superficie de raiz. Nota-
se que, na auséncia de deficiéncia hidrica, ou seja, quando houve irrigagédo
normal durante o cultivo das plantas, a linhagem L228-3 classificada como
sensivel novamente apresentou superioridade nessa variavel. De acordo com
Imada et al. (2008), a area superficial de raiz €, dentre as caracteristicas de
morfologia de raiz, a mais associada com a absor¢ao de nutrientes.

Com algumas excecdes, as linhagens L5184180-04, L176-11-2-1, L3 ealL2
destacaram-se por apresentarem valores elevados de CTR, DMR e VTR em
ambos os ambientes, com e sem deficiéncia hidrica. Em contrapartida, os
menores valores foram apresentados pelas linhagens sensiveis L26 e L98-C-2-46
(Figuras 6A, 6C e 6D). Esses resultados sdo indicios de que as linhagens
L5184180-04, L176-11-2-1 podem apresentar tolerancia a seca, por apresentar
um sistema radicular com maior capacidade de absorver agua e nutrientes no
solo, fatores essenciais para sobrevivéncia em condi¢des de limitacdo hidrica do
solo. Essas linhagens com raizes de maior comprimento que em situacdo de
campo podem ser mais profundas, podem ser indicadas para regifes de clima

arido ou semi-arido, onde a disponibilidade de recursos hidricos € escassa.
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Figura 6 — (A) Comprimento total de raiz (CTR), (B) Area de superficie de raiz
(ASR), (C) Diametro médio de raiz (DMR), (D) Volume total de raiz (VTR) de
linhagens de milho submetidas a condi¢cbes de estresse hidrico (ESTR) e sem
estresse hidrico (IRN). Cada coluna representa a média das trés repeticdes.
Médias seguidas pela mesma letra minascula no tratamento ESTR ou maidscula
no tratamento IRN néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade. Valores de porcentagem representam a variagdo do tratamento
ESTR em relacédo ao IRN (controle - 100%) para cada linhagem.

As linhagens L98-C-2-46 e L26 apresentaram 0S menores valores de
didametro médio de raiz no ambiente com e sem deficiéncia hidrica (Figura 6C).
Estudos comprovam uma correlacdo positiva entre diametro de raiz e diametro do

xilema em raizes laterais (Varney et al.,, 1991). Portanto, o menor valor de
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diametro médio de raiz dessas linhagens, em ambos os ambientes, pode ter
proporcionado uma menor absorcdo e transporte de 4gua pelos vasos do xilema
da raiz. Futuros trabalho, nessa area de pesquisa, deverdo ser feitos nessas
linhagens, objetivando elucidar tal fato.

Segundo Gahhoonia e Nielsen (2004), raizes grossas (>2mm de diametro)
estdo relacionadas ao suporte e ancoragem da planta e absor¢cdo de pequenas
quantidades de agua e nutrientes, e as raizes finas (<2mm de didmetro) séo as
responsaveis pela maior absorcéo de agua e de ions minerais do solo (Eissenstat
et al., 2000). Os resultados encontrados neste trabalho corroboram o de Hund et
al. (2009), o qual mostra diferencas na morfologia de raiz de linhagens
contrastantes de milho quando submetidas a condi¢cdes de estresse hidrico, em
que a linhagem de milho considerada tolerante CML444 apresentou raizes mais
espessas (0,14mm de diametro) e mais longas (0,32m de comprimento) em
comparacao a linhagem sensivel SCMalawi. Por outro lado, Cantéo et al. (2008),
comparando linhagens sensiveis, encontraram maior contribuicdo de raizes com
diametro inferior a 0,5 mm nas linhagens de milho tolerantes a seca.

Soares et al. (2009), avaliando a morfologia de linhagens endogamicas de
milho, verificaram que a eficiéncia na utilizacao de nitrogénio de linhagens poderia
estar relacionada a presenca de um volume de raizes muito finas (& < 0,5 mm),
eficientes na absorcdo desse nutriente do solo. Assim, esses autores ratificam o
envolvimento dessa classe de raiz na absorcao de nutrientes no solo, em especial
0 nitrogénio.

E interessante notar que a linhagem L228-3, apesar de classificada como
sensivel, na auséncia de deficiéncia hidrica, mostrou-se superior para as
caracteristicas CTR, ASR, DMR e VTR e, por esse bom desempenho, talvez
possa ser indicada para o cultivo em locais que possuam condigdes
edafocliméaticas mais estaveis, ou seja, onde a disponibilidade de 4gua ndo é um
fator limitante (Figura 6).

Pelos resultados apresentados na Tabela 3, verifica-se que existem
diferencas significativas entre as linhagens para as caracteristicas divididas por
classe de diametro, CRMF, CRF, CRG, ASMF, ASF e ASG, quando cultivadas em

ambiente com deficiéncia hidrica e com irrigacdo normal.
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Observa-se que, sob limitacdo hidrica, a linhagem tolerante L5184180-04

apresentou as maiores médias para ASRMF e ASRG. Para todas as varidveis da
Tabela 3, exceto CRG, ASRG e ASRMF, ambas na condicdo de boa

disponibilidade hidrica, a linhagem sensivel L98-C-2-46 apresentou as menores

médias.

Tabela 3 — Comprimento de raiz muito fina (CRMF), comprimento de raiz fina

(CRF), comprimento de raiz grossa (CRG), area de superficie de raiz (ASRMF),

area de superficie de raiz fina (ASRF), area de superficie de raiz grossa (ASRG)

de linhagens de milho submetidas a condicdes de estresse hidrico (ESTR) e sem

estresse hidrico (IRN). Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna

nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

CRMF CRF CRG

Linhagens 0<0,5 mm 0,5mmm<0d<2mm 0>2mm

IRN ESTR IRN ESTR IRN ESTR
L5184180-04 2693,6 b 4436,5 ab 2435,8 bc 3363,6 a 135,7 bc 855 a
L176-11-2-1 3250,7 ab 4016,2 ab 3316,1 ab 2755,1 a 137,1 bc 45,9 ab
L3 21774 b 3130,3 b 2997,7 bc 2667,5 a 1859 a 61,7 ab
L98-C-2-46 1820,0 b 3038,2 b 2087,2 c 920,6 b 106,0 cd 275 b
L26 1976,7 b 5494,7 a 2149,1 ¢ 34078 a 888 d 87,3 a
L228-3 4392,0 a 4113,3 ab 4218,9 ab 24749 a 1744 ab 80,2 a
Média Geral 2718,4 4038,2 2867,4 2598,3 138,0 64,7

ASRMF ASRF ASRG

Linhagens 0<0,5 mm 0,5mmm< 0<2mm 0>2 mm

IRN ESTR IRN ESTR IRN ESTR
L5184180-04 205,4 ab 290,0 a 509,1 ab 4475 a 125,7 abc 78,8 a
L176-11-2-1 241,7 ab 276,1 ab 463,7 abc 361,3 ab 116,8 bcd 40,1 ab
L3 178,1 ab 2169 b 431,8 bc 372,2 ab 162,7 a 51,3 ab
L98-C-2-46 1609 b 1885 b 2951 c 2478 b 90,8 cd 22,6 bc
L26 146,1 b 2419 a 3039 c 456,3 a 808 d 76,1 a
L228-3 280,6 a 262,3 ab 6155 a 351,2 ab 149,4 ab 68,6 a
Média Geral 202,1 262,6 436,5 372,7 121,1 56,2

Em condicao de boa disponibilidade hidrica, a linhagem L228-3 apresentou

valores elevados para comprimento de raiz muito fina (CRMF), comprimento de

raiz fina (CRF), comprimento de raiz grossa (CRG), area de superficie de raiz
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(ASRMF), e area de superficie de raiz fina (ASRF) (Tabela 3), ratificando seu bom
desempenho na auséncia de restricdo hidrica no solo.

Comparando-se os resultados obtidos neste trabalho, dentre os genotipos
sensiveis ao estresse hidrico, verifica-se que a linhagem L98-C-2-46 destacou-se
como o pior material por apresentar os menores valores para as caracteristicas
avaliadas e se mostrando inferior as demais com relagéo a tolerancia a seca. Em
contrapartida, as linhagens tolerantes L5184180-04, L176-11-2-1 apresentaram
maior comprimento de raiz no solo, e, numa associacdo com a Tabela 3,
principalmente para a linhagem L5184180-04, tal fato pode especular que esta
linhagem pode apresentar maior absor¢do de adgua nas camadas mais profundas
e umidas do perfil do solo, evidenciando uma maior adaptacdo dessa linhagem a
ambientes de baixa disponibilidade hidrica.

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, pode-se considerar
gue a caracteristica CTR foi a que melhor diferenciou as linhagens tolerantes das
sensiveis ao estresse hidrico. As linhagens tolerantes apresentaram valores
meédios maiores que as linhagens sensiveis ao estresse hidrico, indicando que,
sob limitacdo hidrica do solo, as plantas com melhor adaptagéo a esse estresse
abiético tendem a desenvolver maior crescimento radicular. Tal fato pode
proporcionar maior capacidade de retirada de agua nas camadas com maior
profundidade do solo (Ryser, 2006). Portanto, verifica-se a grande importancia do
estudo dessa caracteristica morfolégica do sistema radicular em programas de
melhoramento que visam a obtencdo de genoétipos de milho eficientes em
absorver 4gua em condicao de solo com limitag&do desse recurso.

Nesse experimento, a técnica de analise de imagens digitais mostrou-se
uma ferramenta promissora para estudos de raizes em fase precoce do milho.
Isso demonstra e reitera a necessidade de continuidade nos estudos de
caracteristicas morfolégicas do sistema radicular, em programas de
melhoramento genético para melhor entender os mecanismos de adaptacédo do
milho sob baixa disponibilidade hidrica no solo. Os estudos realizados por
Himmelbauer et al. (2004) mostraram que o sistema de andlise de imagem foi
eficiente em cereais, como cevada e trigo, e proporcionou a determinacao rapida
e mais precisa de caracteristicas morfolégicas de raiz, como comprimento,
diametro médio e area de superficie. Em milho, essa mesma técnica se mostrou

eficiente em diversos trabalhos (Cantdo et al.,, 2008; Soares et al., 2009;
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Magalhdes et al.,, 2011). Contudo, neste presente trabalho, nem todas as
variaveis obtidas pela técnica foram eficientes na discriminacdo de genotipos

tolerantes a limitac&o hidrica do solo.

3.2.6. CONCLUSOES

1- Existe variabilidade genética entre as linhagens de milho para discriminagéao
de plantas com base nas caracteristicas de morfologia de raiz (CTR, DMR, ASR,
VTR, CRMF, CRF, CRG, ASMF, ASF e ASG).

2- As variaveis avaliadas CTR e relacdo MSR/MSPA pela técnica de analise
de imagens digitais foram as mais promissoras na diferenciacédo de genadtipos de
milho para tolerancia ao estresse hidrico. Esta técnica mostrou-se como uma
ferramenta promissora, uma vez que ela permite avaliar varias caracteristicas
relacionadas aos estudos de raizes em fase precoce do milho. Contudo,
necessita-se de mais estudos em programas de melhoramento genético para
melhor entender os mecanismos de adaptacédo do milho sob baixa disponibilidade
hidrica no solo.
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3.3. ATRIBUTOS MORFOFISIOLOGICOS DE LINHAGENS DE MI LHO
CONTRASTANTES QUANTO A TOLERANCIA A SECA

3.3.1. RESUMO

Dentre os estresses abioticos, o hidrico € um dos que mais limita o
desenvolvimento e/ou crescimento das plantas. A cultura do milho (Zea mays L.)
€ particularmente sensivel a esse estresse, uma vez que causa reducdo da
atividade fotossintética por meio da reducdo de assimilacdo de CO,. Portanto, a
adaptacdo de plantas a estresses abioticos, como a seca, constitui uma das
alternativas para reducédo de custos com irrigacado e de sustentabilidade hidrica.
Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas
morfofisiolégicas de linhagens endogamicas de milho contrastantes submetidas a
deficiéncia hidrica no solo. Foram avaliadas, em casa de vegetacao, ha Embrapa
Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, seis linhagens de milho contrastantes quanto a
tolerancia a seca, sendo duas linhagens tolerantes L176-11-2-1, L5184180-04,
uma intermediaria L3, e trés linhagens sensiveis ao déficit hidrico L98-C-2-46,
L26, L228-3. O delineamento utilizado foram blocos casualizados em esquema
fatorial 6x2, sendo seis genotipos e dois niveis de disponibilidade hidrica, com
trés repeticdes. O teor de agua no solo foi monitorado, diariamente, nos periodos
da manhad e tarde, com auxilio de um sensor de umidade watermark™. Os
tratamentos foram: sem estresse hidrico, onde a reposi¢cao diaria de agua foi

realizada até o solo atingir a umidade na capacidade de campo, ou seja, 100% de
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reposicdo, e com estresse hidrico, em que a reposi¢do hidrica foi realizada
diariamente, aplicando-se 50% da agua total disponivel, sendo imposto esse
estresse no pré-florescimento e mantido por dez dias. O estresse hidrico
proporcionou alteragbes nas variaveis de trocas gasosas, com diminuicdo nas
taxas fotossintética liquida (A), devido a alteracbes na condutancia estomatica
(gs) e transpiracdo foliar (E). Foi observada variabilidade genética entre as
linhagens contrastantes de milho quanto a tolerancia ao estresse hidrico para
discriminacédo de plantas com base nas caracteristicas morfofisiolégicas (A, gs, E
e EUA). Os resultados indicaram superioridade das linhagens tolerantes
L5184180-04, L176-11-2-1 em comparacdo as linhagens sensiveis, por
apresentarem maiores valores de A e ¢s, quando submetidas a baixa
disponibilidade hidrica no solo, possivelmente um dos mecanismos que auxiliam

no melhor entendimento da tolerancia da planta em ambiente de estresse hidrico.

3.3.2. ABSTRACT

Among the abiotic stress, the water deficit is one of the most limiting factor for
development and/or plant growth. Maize (Zea mays L.) is particularly sensitive to
this stress. It causes reduction of photosynthetic activity by reducing CO;
assimilation. Therefore, the adaptation of plants to abiotic stresses, such as
drought, is an alternative to reduce costs with irrigation and water sustainability.
Thus, the aim of this study was to evaluate morphological and physiological
characteristics of contrasting inbred lines submitted to soil water deficit. It were
evaluated in a greenhouse at The Embrapa National Maize and Sorghum
Research Center, Sete Lagoas, MG, six maize inbred lines contrasting for drought
tolerance, being two tolerant lines (L176-11-2-1, L5184180-04), one intermediate
(L3), and three lines sensitive to water deficit (L98-2-C-46, L26, L228-3). The
experimental design was randomized blocks in factorial scheme 6x2, with six
genotypes and two levels of water availability, and three replications. The soil
water content was monitored daily in the morning and afternoon, with the aid of a
moisture sensor watermark™. The treatments were: without water stress, where

the daily replacement of water was performed up to field capacity, in other words
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100% replacement, and with water stress, in which replacement water was
performed daily by applying 50% of the total water available. This stress was
imposed at pre-flowering, and maintained for ten days. The water stress resulted
in changes in gas exchange variables, with decrease in net photosynthetic rate
(A), due to changes in stomatal conductance (gs) and leaf transpiration (E).
Genetic variability was observed among contrasting maize lines for water stress
tolerance, by discriminating plants based on morphological and physiological
characteristics (A, gs, E and WUE). Results showed the superiority of tolerant
lines L5184180-04, L176-11-2-1 compared to the sensitive ones, since they have
higher values of A and gs, when submitted to low soil water availability, possibly
one of the mechanisms that aid to better understanding of plant tolerance to water

stress environment.

3.3.3. INTRODUCAO

O estudos comprovam que, sob condicbes de estresse, as plantas
respodem com alteragdes fisioldgicas e bioquimicas (Chaves et al., 2009; Anjum
et al., 2011). Dentre os estresses abioticos, o hidrico € um dos que mais limita o
desenvolvimento e/ou crescimento das plantas (Cakir, 2004).

A cultura do milho (Zea mays L.) é particularmente sensivel a esse
estresse, uma vez que esse fator causa reducdo da atividade fotossintética
(Zhang et al., 1999; Rahman et al., 2004) por meio da reducdo de assimilacéo de
CO; (Lawlor e Cornic, 2002). O deficit hidrico causa alteracbes no crescimento
vegetal, cuja irreversibilidade vai depender da capacidade genética, da duracéao,
da severidade e do estadio de desenvolvimento das plantas (Chaves, 1991; Bray,
1993).

Sob alta irradiancia solar, a interrupcdo do suprimento hidrico para as
folnas pode ser considerada como uma situacdo de estresse intenso. Nessa
condicao, os estbmatos se fecham rapidamente, o que evita a perda de agua por
transpiracdo. Sob este estresse e na condicdo de elevada radiacao

fotossinteticamente ativa, a temperatura da folha aumenta, e 0s processos
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fotoquimicos perdem eficiéncia em transformar a energia luminosa em energia
guimica (Anjum et al., 2011).

A adaptacédo de plantas a estresses abioticos, como a seca, constitui uma
das alternativas para reducdo de custos com irrigacdo e de sustentabilidade
hidrica (Banzinger et al., 2000). Dessa forma, o melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos no metabolismo da planta, juntamente com o
melhoramento genético, contribuira para a geracao de cultivares produtivas em
condicdes de baixa disponibilidade hidrica no solo.

Os estudos tém relatado que inUmeras caracteristicas fisiolégicas podem
ser utilizadas como ferramentas em programas de melhoramento visando a
tolerancia a déficit hidrico (Gholamin e Khayatnezhad, 2011). Assim sendo, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar, em casa de vegetacdo, as caracteristicas
morfofisiolégicas de linhagens endogamicas de milho contrastantes em relagéo a
tolerancia ao estresse hidrico, com a finalidade de tentar entender os possiveis

mecanismos fisiol0gicos associados a tolerancia a seca.

3.3.4. MATERIAL E METODOS

3.3.4.1. Condicbes experimentais

Foram avaliadas seis linhagens endogamicas de milho contrastantes em
relacdo a tolerancia ao estresse hidrico, sendo duas linhagens tolerantes (L176-
11-2-1, L5184180-04), uma intermediaria (L3), e trés linhagens sensiveis ao
déficit hidrico (L98-C-2-46, L26, L228-3). Essas linhagens foram pré-classificadas
guanto a tolerancia a seca com base na produtividade de graos, sendo
pertencentes ao Programa de Melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo.

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, entre marco e agosto
de 2011, na Embrapa Milho e Sorgo, situada no municipio de Sete Lagoas, MG,
localizado a 19°28'S, 44°15'08"W e 732m de altitude. Nesse local, segundo
Kdopen, o clima é classificado como Aw (clima de savana com inverno seco).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, em

esquema fatorial 6x2, sendo seis gendtipos e dois niveis de disponibilidade
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hidrica, com trés repeticdes. Manualmente, foram semeadas quatro sementes por
vaso de 20 litros a uma profundidade média de quatro centimetros, e, apds sete
dias, foi feito o desbaste, deixando-se duas plantas por vaso.

O solo utilizado foi o Latossolo Vermelho Distréfico Tipico (Embrapa, 1999),
e receberam, como adubacgdo de plantio, 35g da férmula 8-28-16 como fonte de
N, P2Os5 e K>0, respectivamente, mais 0,3% de Zn. Em Vs (cinco folhas totalmente
expandidas), foram realizadas duas adubacbes de cobertura com sulfato de
aménio 4g vaso™, uma vez por semana. Depois, subsequentemente, foram
realizadas mais quatro adubacées, com aplicacdo de 2g vaso™ de uréia, uma vez
por semana. Para o controle de lagartas, foram realizadas trés aplicacdes de
inseticidas: na terceira, na quinta e na sexta semana ap0s a emergéncia,
utilizando Lannate® BR, Match CE e Tracer (spinosad), respectivamente.

O teor de agua no solo foi monitorado, diariamente, em dois periodos,
manha e tarde (9 e 15h, respectivamente), por meio de um sensor de umidade
watermark™ (Spectrum Technologies, USA), instalado no centro dos vasos a uma
profundidade de 20 cm. A reposicdo hidrica foi realizada com base nas leituras
obtidas com o sensor e a agua reposta até a capacidade de campo. Esses
calculos foram realizados com o auxilio de uma planilha eletrdnica, feita de acordo
com a curva de retencao de agua do solo.

Os tratamentos foram considerados sem estresse hidrico (IRN), em que a
reposicéo diaria de agua foi realizada até o solo atingir a umidade na capacidade
de campo, ou seja, 100% de reposicdo, e o tratamento com estresse hidrico
(ESTR) foi feito com a reposi¢éo hidrica realizada diariamente, aplicando-se 50%
da agua total disponivel. Ou seja, no tratamento com estresse hidrico, a reposi¢cao
de agua era feita até o potencial da agua no solo atingir, aproximadamente, —70
kPa, cujo valor corresponde ao solo especificado. Esse estresse foi imposto no
pré-florescimento e mantido por dez dias, e as avaliagbes biométricas e
morfofisioldgicas da parte aérea foram realizadas no florescimento.

Foram monitoradas a radiacéo fotossinteticamente ativa, a temperatura do
ar, a umidade relativa e o déficit de pressdo de vapor por meio de uma mini-
estacdo climatoldégica Wacht Dog 2475 (Spectrum Technologies, USA), instalada

dentro da casa de vegetacdo na Embrapa Milho e Sorgo (Figura 1).
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Figura 1 — (A) Radiacao fotossinteticamente ativa (RFA), (B) Temperatura do ar
(Temp), (C) Umidade relativa (URmed) e (D) Déficit de Presséo de Vapor (DPV)
no periodo de conducdo do experimento, em casa de vegetacdo, ha Embrapa
Milho e Sorgo, no municipio de Sete Lagoas-MG.

3.3.4.2. Avaliacdo de caracteristicas biométricas e ~ morfofisioldgicas da parte

aérea

A intensidade de verde (IV) foi estimada por meio do medidor portatil de
clorofila modelo SPAD-502 (Minolta, Japao), usando-se a média de cinco leituras
em cada folha, por gendtipo, selecionando-se, somente, o terco médio do limbo a

2 cm da margem da folha, excluindo-se a nervura central da folha madura.
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Na mesma época de medicdo da variavel 1V, a fluorescéncia da clorofila a
(FJ/Fn,) foi medida por meio do fluorimetro portatil de luz ndo-modulada modelo
PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, King's Lynn, Norkfolk, UK). As
medicdes foram efetuadas entre 8-10h, no terco médio da mesma folha em que
foi efetuada a estimativa do teor de clorofila, a 2 cm da margem da folha,
excluindo-se suas nervuras das folhas. Para tanto, as folhas das plantas foram
adaptadas ao escuro com o uso de pincgas, por 30 minutos, para que todos os
centros de reacdes adquirissem a condicdo de abertos (Qa oxidada). Portanto,
nessa condicdo, foi possivel obter as medidas de fluorescéncia inicial (Fo), e
fluorescéncia méaxima (Fn). A partir dos valores de F, e F, obteve-se a relacéo
FJ/Fn (rendimento quantico maximo do fotossistema 1) (Bolhar-Nordenkampf et
al., 1989);

Para a avaliacdo das trocas gasosas, foi utilizado o analisador de gas
infravermelho, modelo LI-6400 (LI-COR, Lincoln, NE, USA), e as medidas foram
realizadas em uma é&rea foliar de 6 cm? com um fluxo de ar na camara de 1200
umol s e uma intensidade de radiacéo fotossinteticamente ativa de 1.500 pmol
m? s, A partir das avaliagbes feitas por meio do analisador, foram obtidas as

2 s1):; condutancia

medidas de taxa fotossintética liquida (A, pmol CO, m
estomatica (gs, mol m? s™); e transpiracéo (E, mmol H,O m? s™). As medicdes
foram efetuadas entre 8-10h, na mesma regido onde foram feitas a medicdo da
emissao da fluorescéncia da clorofila a. A partir dos valores de A e E, foi possivel
obter a eficiéncia instantanea no uso da 4gua (EIUA). Essa variavel é a relacéo
entre a taxa fotossintética liquida e a transpiragéao foliar (A/E).

O teor relativo de agua (TRA) foi obtido na mesma folha em que foram
mensuradas as trocas gasosas. Cada repeticdo foi composta de uma amostra,
contendo dez discos foliares, com 0,6 cm de diametro, retirados do centro do
limbo foliar, evitando as nervuras. Para evitar a perda de agua das amostras,
estas foram embrulhadas em papel-aluminio e mantidas em caixa de isopor com
gelo e, imediatamente, pesadas, obtendo-se a massa da matéria fresca (MF).
Em seguida, os discos foram submersos em &gua destilada, para atingirem a
saturacédo hidrica. Apds 24 horas em geladeira para reidratacao, os discos foliares
foram retirados da agua, eliminando-se o excesso de agua com auxilio de papel
absorvente , e pesados, imediatamente, para a determinacdo da massa turgida

(MT). Posteriormente, obteve-se a massa seca (MS), por meio da secagem em
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estufa (em torno de 70°C) até atingirem massa constante. O teor relativo de agua
foi calculado de acordo com a metodologia de Weatherley (1950), utilizando-se a

formula:

TRA = [(MF-MS)/(MT-MS)] x 100

3.3.4.3. Andlise estatistica

3.3.4.3.1. Andlise biométrica e fisioldgica

hY

Os resultados obtidos foram submetidos & analise de variancia e, para
comparacdes entre as médias dos tratamentos, foi utilizado o teste Tukey a 5%
de probabilidade. Para a analise estatistica dos resultados, foram utilizados os
recursos computacionais do Programa GENES (Cruz, 2006).

Encontra-se, na Tabela 1, o esquema da analise de variancia e as
esperancas dos quadrados médios, para as caracteristicas avaliadas. O modelo
matematico considera como fixos todos os efeitos, exceto o bloco e o erro
experimental:

Y, =m+B, +G,+A, +GA, +&,

Em que:

Y, - observacdo no k-ésimo bloco, avaliado no i-ésimo genotipo e j-ésimo
ambiente;

m: média geral do ensaio;

B, : efeito do bloco k, comk=1,2e 3;

G, : efeito do genotipo i, comi=1, 2, ...., 6;

A, : efeito do ambiente j, comj=1e 2;

GA, : efeito da interagdo entre o gendtipo i e o ambiente j;

&; : erro aleatdrio associado a observacao ijk.
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Tabela 1 - Esquema da analise de variancia das caracteristicas avaliadas

FV GL QM E (QM) F
Blocos r-1 QMB o*+go;
Ambientes (A) a-1 QMA gl+gre, QMA/QMR
Gendtipos (G) g-1 QMG o’ +arg, QMG/QMR
GxA (a-1)(g-1) QMGA ol +rg, QMGA/QMR
Residuo (ga-1) (r-1) QMR o’
Em que:

r = niumero de blocos (repeticdes);
g = numero de gendtipos (tratamentos);
a = numero de ambientes. No caso, nivel de disponibilidade hidrica no solo, com e
sem estresse hidrico.
o? = componente de variancia do erro experimental;
o _ QMG-QMR
g ar
° _ QMGA-QMR

GE! r

= componente de variancia genética

= componente de variancia da interacao genotipo x ambiente.

3.3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise de variancia e os coeficientes de variacdo para as
caracteristicas morfofisiologicas avaliadas estdo apresentados na Tabela 2.
Foram verificadas diferencas significativas entre gendtipos ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F para as caracteristicas intensidade de verde (IV), taxa
de fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), transpiracéo foliar (E) e
eficiéncia instantanea do uso da agua (EIUA), enquanto que, para rendimento
quantico maximo do fotossistema Il (F,/Fy;) e teor relativo de agua (TRA), ndo
foram detectadas diferengas significativas. I1sso indica que existe variabilidade

genética entre os tratamentos para essas caracteristicas mensuradas.



Tabela 2 — Resumo da analise de variancia e os coeficientes de variacdo, envolvendo seis linhagens de milho (G) e dois niveis de
disponibilidade hidrica (A), sem estresse e com estresse hidrico, para todas as caracteristicas avaliadas. Sete Lagoas-MG, 2010.

Quadrado Médio

Caracteristicas? Médias CV(%)

FV Bloco Gendtipo (G) Ambiente (A) GxA Residuo
GL 2 5 1 5 22
v 45,57 5,64 9,14333 104,422** 1789,29** 68,406 7** 6,61727
Fu/Fm 0,76 4,24 0,0009 0,0008™ 0,0336** 0,0010™ 0,00104
TRA 86,53 9,12 32,8611 27,0278 1284,0278** 8,8944" 62,3009
A 21,45 13,98 11,16444 271,3056** 1268,5469** 37,4376 8,99263
Os 0,14 24,31 0,0003 0,0363** 0,0636** 0,0038* 0,0012
E 3,12 15,76 0,3621 10,5989** 37,3728** 1,3311** 0,2413**
EIUA 7,29 8,88 0,0285 7,0086** 0,0831™ 5,9565** 0,4187

** * = Sjgnificativo ao nivel de 1 e 5%, respectivamente de probabilidade, pelo teste F; ™= N&o significativo. lIntensidade de verde (IV); Rendimento quantico
méximo do fotossistema Il (F,/Fy); Teor relativo de agua (TRA, em %); Taxa fotossintética liquida (A, em pmol m2 s™); Condutancia estomatica (gs, em mol m2 s’
Y; Transpirac&o foliar (E, em mmol m2s™); Eficiéncia instantanea no uso de agua (EIUA).

.8
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Os mesmos resultados foram encontrados para a interagdo entre genotipos
e os tratamentos aplicados (Tabela 2), sugerindo, para essas caracteristicas, a
existéncia de resposta diferenciada entre os genoétipos, quando estes foram
submetidos a niveis diferentes de disponibilidade hidrica no solo.

No presente trabalho, os dez dias de imposicdo de estresse ndo foram
capazes de alterar, entre gendtipos, o rendimento quantico maximo do
fotossistema Il (F./Fn) e o teor relativo de agua (TRA). Apesar dessas
caracteristicas ndo apresentarem significancia entre as linhagens neste trabalho,
Baker e Rosengvist (2004) e Sayed (2003) relatam a importancia da fluorescéncia
da clorofila para o monitoramento do processo fotossintético das plantas, e,
quando associada ao teor relativo de agua (Atteya, 2003), sdo ferramentas
potenciais no estudo de resposta de plantas ao estresse hidrico. Contudo, em
niveis de estresse hidrico mais severo do que imposto neste estudo, tais variaveis
podem apresentar alteracdes nos valores.

Os coeficientes de variagcdo (CV’s) foram 5,64% para a caracteristica
intensidade de verde (IV); 4,24% para rendimento quantico maximo do
fotossistema Il (F\/Fn); 9,12% para teor relativo de dgua (TRA); 13,98% para taxa
de fotossintética (A); 24,31% para condutancia estomatica (gs); 15,76% para
transpiracdo foliar (E); e 8,88% para eficiéncia instantdnea no uso da agua
(EIUA), respectivamente. Com base na classificacdo proposta por Scapim et al.
(1995) e Pimentel-Gomes (1985), os valores dos CV’s das caracteristicas
avaliadas estdao dentro dos padrbes normais de experimentagdo em milho,
indicando boa precisao experimental dos dados.

Na Figura 2, observa-se que, em condicdes de estresse hidrico, a linhagem
L5184180-04 destacou-se por apresentar o maior valor (48) de intensidade de
verde, logo de teor relativo de clorofila. Fato ndo observado para a outra linhagem
tolerante, quando esta € comparada com as linhagens sensiveis e a intermediaria.
Em ambiente irrigado, os maiores valores dessa variavel foram observados nas
linhagens L5184180-04, L176-11-2-1 e L3. As plantas com maior quantidade
desse pigmento nos tecidos foliares apresentam maiores leituras dessa
caracteristica, e, portanto, pressupfe-se que tenham potencial para apresentar
maior atividade fotossintética. Como relatado por Taiz e Zeiger (2010), as
clorofilas sdo fundamentais no processo fotossintético, por serem responsaveis

pela captacdo da energia luminosa e o direcionamento ao centro de reacédo dos
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fotossistemas. No entanto, a mensuracdo dessa caracteristica €, apenas, um
fator, dentre varios, que estdo associados a proporcionar uma maior eficiéncia

fotossintética nas plantas.
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Figura 2 — Intensidade de verde (IV) de linhagens de milho submetidas a
condicdes de estresse hidrico (ESTR) e sem estresse hidrico (IRN). Cada coluna
representa a média das trés repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula no tratamento ESTR ou maiuscula no tratamento IRN ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Pesquisas vém sendo realizadas em diversas culturas com o medidor de
clorofila Minolta SPAD-502 como ferramenta para estresses abioticos, como o
hidrico e o de nitrogénio, pelas vantagens como a simplicidade no uso, além de
possibilitar uma avaliacdo n&o-destrutiva do tecido foliar (Argenta et al., 2001,
Zotarelli et al., 2003; Torres Netto et al. 2002; 2005).

As leituras de intensidade de verde, obtidas pelo medidor portatil SPAD-
502, estdo associadas a teor relativo de clorofilas totais nas folhas, conforme

relatado por Argenta et al. (2001). As leituras mostradas no equipamento sao
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calculadas com base na quantidade de luz transmitida pela folha em dois
comprimentos de ondas, 650nm (vermelho) e 940nm (infravermelho). Em milho,
Gholamin e Khayatnezhad (2011), verificou-se que 0s genoétipos com maior
estimativa de clorofila foram mais tolerantes ao estresse hidrico, cuja variavel
apresentou alta correlagdo com a relagdo F,/F, (0,995**). Ainda, foi observada
alta correlacdo entre essas caracteristicas e o rendimento de grdos (0,88** e
0,745**, respectivamente), sendo, portanto, considerados bons parametros para
avaliar a intensidade de estresse e auxiliar na selecdo de gendtipos mais
tolerantes

Segundo Hendry e Price (1993), o teor de pigmentos fotossintéticos,
principalmente as clorofilas, pode ser destruido por meio da acdo de fatores do
ambiente como deficiéncias minerais, estresse hidrico, poluicdo industrial e
temperatura alta. Esse fato mostra que a determinagdo dos pigmentos
fotossintéticos pode ser uma importante ferramenta no diagndéstico de estresse
em plantas.

Quando comparado ao tratamento controle, o0 estresse hidrico
proporcionou a todas as linhagens uma reducdo significativa (P<0,05) das
variaveis de trocas gasosas (A, gs e E) (Figuras 3A, 3B e 3C). Tais resultados
corroboram os encontrados por Ashraf et al., (2007), Grzesiak et al. (2006), Wang
et al. (2008). Magalhées et al. (2009), avaliando linhagens de milho contrastantes
quanto a tolerancia a seca, no florescimento, também verificaram que existem
diferencas ecofisioldgicas nas trocas gasosas e na fluorescéncia da clorofila, que
caracterizam as linhagens tolerantes a seca em relacéo as linhagens sensiveis.

Na Figura 3A, relacionada a taxa fotossintética liquida, verifica-se que as
linhagens L5184180-04, L176-11-2-1 e a L228-3 apresentaram valores superiores
a demais linhagens em condi¢bes normais de irrigacdo. No entanto, quando todas
as linhagens foram expostas a deficiéncia hidrica, a linhagem L176-11-2-1 foi a
que apresentou maior valor, seguida da linhagem L5184180-04. Ambas
consideradas tolerantes. As demais linhagens (L3, L98-C-2-46 e L26)
apresentaram meédias estatisticamente semelhantes para essa caracteristica,
mas, por sua vez, inferiores a das linhagens tolerantes juntamente com a
linhagem sensivel L228-3. Em ambos o0s niveis de disponibilidade hidrica,
resultados semelhantes foram verificados para a condutancia estomatica (Figura
3B).
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Com relagdo a transpiracdo foliar, observa-se que, em ambos o0s
ambientes, com e sem estresse hidrico, a linhagem L176-11-2-1 apresentou a
maior média, seguida das linhagens L5184180-04 e L228-3 (Figura 3C). Esse
mesmo comportamento foi encontrado em trabalho realizado por Grzesiak et al.
(2006). Em milho e tricale, sob condicdes de estresse prolongado, valores
superiores de taxa fotossintética liquida , condutancia estomatica e transpiracédo
foliar foram verificados em genotipos tolerantes em comparacado aos sensiveis.
Neste presente experimento com milho, na condicdo de limitacdo de agua no
solo, quando comparados as demais linhagens (intermediarias e sensiveis), 0s
valores elevados de A, gs e E dos gendtipos tolerantes mostram que tais
linhagens tolerantes ndo experimentaram, em grande intensidade, o estresse
hidrico no tecido foliar, uma vez que os valores dessas variaveis foi bem maior.
As caracteristicas associadas ao comprimento total de raizes podem ter sido a
justificativa para tal resposta, ou outros fatores associados a condutividade
hidraulica de raizes, e/ou ajustamento osmotico, as quais ndo foram estudadas
neste trabalho.

Nesse experimento, em condi¢cao de limitacdo hidrica do solo, os valores
de A foram reduzidos. Para todas as linhagens estudadas, a resposta dos
estdbmatos foi semelhante a resposta de A. Ou seja, 0s menores valores de A
corresponderam a menores valores de gs (Figura 3A e 3B). Esse fato mostra que,
em todas as linhagens estudadas, os estdmatos tiveram um efeito marcante no
controle da assimilagdo fotossintética do carbono. Contudo, possivelmente, o
estresse hidrico, também, causou decréscimo na concentracdo de clorofilas totais
(Figura 2), o que evidencia que efeitos nado-estomaticos, associados a acao
desses pigmentos na fase fotoquimica (captura e uso da luz), também podem ter
contribuido para a reducao da taxa fotossintética liquida.

A queda da fotossintese observada na Figura 3A, possivelmente, pode ser
atribuida a uma limitacdo estomatica, pois houve diferenca significativa para
niveis de disponibilidade hidrica aplicadas no solo (Tabela 2), no qual se pdde
observar uma diminuicdo de condutancia em condi¢cdes de estresse hidrico
(Figura 3B). Segundo Chaves (1991), o fechamento estomatico € uma das
primeiras respostas das plantas a deficiéncia hidrica, para evitar a desidratacao
dos tecidos. No entanto, sdo conhecidas multiplas respostas das plantas ao

estresse, surgindo da interagao entre diferentes vias de sinalizagdo, conforme
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relatado por Chaves e Oliveira (2004). Esses autores ratificam a importancia do
conhecimento de sinais quimicos sintetizados nas raizes e, posteriormente,
transportados para a parte aérea através do xilema seiva. O entendimento dessa
sinalizacdo pode ser uma ferramenta importante para auxiliar na compreensao

dos mecanismos de tolerancia das plantas a estresse abiético, como o hidrico.
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Figura 3 — (A) Taxa fotossintética liquida (A), (B) Condutancia estomatica (gs), (C)
Transpiracao foliar (E), (D) Eficiéncia instantanea no uso da agua (EIUA) de
linhagens de milho submetidas a condi¢bes de estresse hidrico (ESTR) e sem
estresse hidrico (IRN). Cada coluna representa a média das trés repeticdes.
Médias seguidas pela mesma letra minuscula no tratamento ESTR ou maiuscula
no tratamento IRN ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade.

Sob déficit hidrico, a cultura do milho responde com uma série de

alteracdes na morfofisiologia, na eficiéncia fotoquimica, no conteudo de clorofila,
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na condutancia estomatica, na taxa fotossintética, no ajustamento osmotico e na
relagdo raiz/parte aérea, entre outros. Tais caracteristicas vém sendo utilizadas
em programa de melhoramento genético como indicadores para selecdo de
genaotipos para tolerancia a seca (Ashraf et al., 2007).

Nesse experimento, quando submetidas a baixa disponibilidade hidrica no
solo, as linhagens tolerantes L5184180-04 e a L176-11-2-1 apresentaram O0S
maiores valores de A (21,5 e 29,9 pmol m2s™), e gs (0,120 e 0,246 mmol m2s™,
respectivamente). Em trabalho realizado por Atteya (2003), o gendtipo de milho
GIZA2 mostrou-se o mais tolerante a seca por apresentar essa mesma resposta,
que proporcionou uma menor perda de rendimento de grdos. A regulacdo
estomatica pode atuar nessa resposta, uma vez que uma maior abertura
estomatica permite um maior influxo de CO, para o mesofilo foliar, o que
proporciona uma maior taxa fotossintética (Mohammadkani e Heidari, 2008). No
tratamento com limitacdo hidrica do solo, uma observacgdo interessante € que,
juntamente com maiores valores de gs, essas linhagens apresentaram valores
altos de E (Figura 3D). Possivelmente a maior abertura dos estébmatos
proporcionou maior assimilacdo de CO, e, por sua vez, maiores perda de agua
para atmosfera. Tal resposta pode, novamente, mostrar que, comparando as
linhagens tolerantes com as linhagens sensiveis, na condi¢ao de limitacao hidrica,
as linhagens tolerantes ndo experimentaram o estresse hidrico e mantiveram um
bom estado hidrico. Como relatado anteriormente, os fatores relacionados a uma
melhor condutividade hidraulica das raizes das plantas tolerantes podem estar
atuando.

Estudos revelam que, além dos fatores estomaticos, os nao-estomaticos,
como reducdo da atividade e concentracdo de enzimas envolvidas no Ciclo de
Calvin (ex. Ribulose 1-5 bifosfato carboxilase/oxigenase, denominada de Rubisco)
(Parry et al., 2002), reducdo da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il e a
fotoinibicdo, também podem prejudicar a fotossintese em condi¢cfes de estresse
hidrico (Kaiser, 1987; Flexas e Mendrano, 2002; Yordanov et al., 2003). No
presente trabalho, apenas os fatores ndo-estomaticos, associados a concentracao
de clorofilas, atuaram como controladores da taxa fotossintética liquida (Figura 2),
uma vez que a eficiéncia fotoquimica maxima do PSIl (F./Fn) ndo apresentou
diferencas significativas entre genétipos (Tabela 2). Contudo, nada impede de

postular que outros efeitos ndo-estométicos, associados a reducédo na atividade
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de enzimas envolvidas na assimilacédo fotossintética do carbono, também podem
ter atuado. Entretanto, tais técnicas nao fizeram parte do escopo deste trabalho.
Em condicdes de deficiéncia hidrica, como pode ser observada na Figura
3D, a linhagem L176-11-2-1 apresentou maior eficiéncia instantdnea no uso da
agua. Tal resultado foi devido aos elevados valores de A proporcionados pelos
maiores de gs, sugerindo um menor consumo de agua por unidade de CO,
assimilado. Por sua vez, neste trabalho, essa caracteristica ndo foi considerada
eficiente para discriminar as linhagens tolerantes das sensiveis. A linhagem L26
apresentou o menor valor de EIUA, devido aos elevados valores de E, sugerindo
uma maior perda de agua para atmosfera por unidade de CO, assimilado. Essa
maior eficiéncia do uso da &gua pelas linhagens eficientes, também, foi
encontrada por Magalhaes et al. (2009) e Hund et al. (2009) em plantas de milho.
A busca de respostas diferentes entre gendétipos em relacdo ao estresse
hidrico pode ser fundamental em programas de melhoramento genético da
espécie Zea mays. Assim, caracteristicas morfofisiol6gicas, como teor relativo de
clorofila, trocas gasosas e eficiéncia fotoquimica, concomitantemente com o
estudo do sistema radicular, podem se tornar ferramentas potenciais a auxiliar os
programas de melhoramento que visam ao melhor entendimento dos mecanismos

fisiolégicos de adaptacao de milho as condicfes de deficiéncia hidrica no solo.

3.3.6. CONCLUSOES

1- Existe variabilidade genética entre as linhagens contrastantes de milho
quanto a tolerancia ao estresse hidrico para discriminacdo de plantas com base

nas caracteristicas relacionadas as trocas gasosas estudadas (A, gs, E e EIUA).

2- Plantas de milho submetidas ao estresse hidrico apresentaram alteracfes
nas variaveis de trocas gasosas. Houve diminuicdo nas taxas fotossintética
liguida (A), devido a alteracdes na conduténcia estomatica (gs) e transpiracao
foliar (E).
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3- Existem diferencas nas trocas gasosas que caracterizam as linhagens

tolerantes a seca em relacao as linhagens sensiveis.

4- Os resultados indicaram superioridade das linhagens tolerantes L5184180-
04, L176-11-2-1 em comparagdo as linhagens sensiveis, por apresentarem
maiores valores de A e gs, quando submetidas a baixa disponibilidade hidrica no
solo. Possivelmente, tais linhagens, na condicdo de limitacdo hidrica, nao
experimentaram um estresse hidrico severo ao ponto de comprometer as trocas
gasosas. Em trabalhos anteriores, o comprimento total de raizes pode ser um
fator que contribuiu para tal fato.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

O estresse hidrico € um dos fatores abidticos mais limitantes para
produtividade vegetal, e, dessa forma, a obtencdo pelos melhoristas de genétipos
tolerantes e/ou eficientes vem se tornando de suma importancia para a
sustentabilidade ambiental, aléem de vantajosa do ponto de vista econémico.
Visando a continuidade do Programa de Melhoramento da Embrapa Milho e
Sorgo para obtencdo de gendtipos tolerantes a deficiéncia hidrica, bem como o
entendimento de mecanismos fisiol6gicos que contribuem para essa tolerancia,
foram implementados trés experimentos. No primeiro experimento, objetivou-se
estimar a capacidade combinatéria de oito linhagens de milho sob restricdo
hidrica no solo, visando ao entendimento do controle genético da produtividade de
gréos e outras caracteristicas morfo-agronémicas nessa condicdo de estresse, e
a identificacdo das melhores genitores e combinacdes para o programa de
melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. Para tanto, utilizaram-se, no dialelo,
trés linhagens tolerantes ao déficit hidrico (L5184180-04, L176-11-2-1, e
L531164), duas intermediarias (L3 e L20) e trés linhagens sensiveis (L26, L98-C-
2-46 e L228-3). As respectivas combinacbes hibridas foram avaliadas em
delineamento em latice, com trés repeticdes, em ambiente submetido a estresse
hidrico no campo experimental em Janauba-MG. Em 2011, foram avaliadas dez
caracteristicas morfo-agronémicas. Em concomitdncia com o0 primeiro
experimento, foi realizado o segundo experimento, em que se objetivou a
avaliacdo da morfologia radicular de seis linhagens de milho contrastantes quanto

a tolerancia ao estresse hidrico e, no terceiro experimento objetivou-se a
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avaliacdo das caracteristicas de trocas gasosas e eficiéncia fotoquimica dessas
mesmas linhagens de milho contrastantes. Em ambos os experimentos, foram
avaliadas seis linhagens de milho contrastantes quanto a tolerancia a seca, sendo
duas linhagens tolerantes (L176-11-2-1, L5184180-04), uma intermediaria (L3), e
trés linhagens sensiveis ao déficit hidrico (L98-C-2-46, L26, L228-3), em
delineamento em blocos casualizados, em esquema fatorial 6x2, sendo seis
genotipos e dois niveis de disponibilidade hidrica, com trés repeticdes. Os
tratamentos foram considerados sem estresse hidrico (IRN), em que a reposi¢ao
diaria de agua foi realizada até o solo atingir a umidade na capacidade de campo,
ou seja, 100% de reposicéo, e o tratamento com estresse hidrico (ESTR), que foi
feito com a reposicdo hidrica realizada diariamente, aplicando-se 50% da agua
total disponivel, ou seja, a reposicédo de agua foi feita até o potencial da agua no
solo atingir, aproximadamente, —70 kPa, cujo valor corresponde ao solo

especificado.

De forma sucinta, as conclusdes foram:

a) Os efeitos aditivos, proporcionalmente, foram mais importantes do que 0s nao-
aditivos para as caracteristicas IV, FF, FM, IF, AP, AE, %AC+QB e IE;

b) Evidencia-se a agdo de genes de efeitos dominantes no controle da
produtividade de graos;

c) As linhagens L176-11-2-1 (L,) e L531164 (L3) mostraram-se superiores para
formacao de hibridos com maior tolerancia ao estresse hidrico.

d) As combinacdes hibridas L3xLs e LsXxLg apresentaram maiores médias de
produtividade de gréos e indice de espigas, tornando-se materiais promissores
em programas de melhoramento genético, visando a tolerancia a estresse

hidrico;
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e) Existe variabilidade genética entre as linhagens de milho para discriminar
plantas com base nas caracteristicas de morfologia de raiz (CTR, DMR, ASR,
VTR, CRMF, CRF, CRG, ASMF, ASF e ASG);

f) As caracteristicas CTR e relacdo MSR/MSPA foram as promissoras na

diferenciacdo de gendtipos de milho para tolerancia ao estresse hidrico;

g) Esta técnica mostrou-se como uma ferramenta promissora, uma vez que ela
permite avaliar varias caracteristicas relacionadas aos estudos de raizes em
fase precoce do milho. Contudo, necessita-se de continuidade nos estudos em
programas de melhoramento genético para melhor entender os mecanismos

de adaptacao do milho sob baixa disponibilidade hidrica no solo;

h) Existe variabilidade genética entre as linhagens contrastantes de milho quanto
a tolerancia ao estresse hidrico para discriminacado de plantas com base nas

caracteristicas relacionadas as trocas gasosas estudadas (A, gs, E e EIUA);

i) Plantas de milho submetidas ao estresse hidrico apresentaram alteracdes nas
variaveis de trocas gasosas. Houve diminuicdo nas taxas fotossintética liquida

(A), devido a alteracdes na condutancia estomatica (gs) e transpiracéo foliar

(E);

j) Existem diferencas nas trocas gasosas que caracterizam as linhagens

tolerantes a seca em relacéo as linhagens sensiveis;

k) Os resultados indicaram superioridade das linhagens tolerantes L5184180-04,
L176-11-2-1 em comparacdo as linhagens sensiveis, por apresentarem
maiores valores de A e gs, quando submetidas a baixa disponibilidade hidrica
no solo. Possivelmente, tais linhagens, na condicdo de limitacdo hidrica, ndo
experimentaram um estresse hidrico severo ao ponto de comprometer as
trocas gasosas. Em trabalhos anteriores, o comprimento total de raizes pode

ser um fator que contribuiu para tal fato.
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