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RESUMO

Estresses abidticos como o déficit hidrico podem afetar o desenvolvimento das plantas
e a produtividade de gréos. A identificacdo e o desenvolvimento de genétipos tolerantes ao
déficit hidrico sdo prioridade em programas de melhoramento de milho. Além da avaliacdo de
caracteristicas agrondémicas torna-se importante estudar a expressao de genes relacionados a
tolerancia ao déficit hidrico para entender os mecanismos envolvidos nesta caracteristica,
visando o desenvolvimento de ferramentas que possam ser utilizadas em programas de
melhoramento. Assim, objetivou-se avaliar as caracteristicas agrondmicas relacionadas a
tolerdncia ao déficit hidrico em linhagens de milho cultivadas em diferentes densidades de
plantas. Também foi avaliada a expressdo de genes candidatos associados a tolerancia ao deficit
hidrico pela técnica de gqRT-PCR, em diferentes tecidos das plantas dessas linhagens. Para as
avaliacdes das caracteristicas agronémicas foram utilizadas linhagens, as quais foram avaliadas
em experimentos anteriores, contrastantes quanto a tolerancia ao déficit hidrico. Foram
instalados experimentos utilizando-se duas densidades de plantas, 60 e 120 mil plantas nas
segundas safras dos anos 2019 e 2020. Nessas condicGes, foram avaliadas as caracteristicas:
Florescimento Feminino (FF), Florescimento Masculino (FM), Intervalo de Florescimento
Masculino e Feminino (IFMF), Altura de Plantas (API), Altura de Inser¢do da Primeira Espiga
(AIE), Diametro do colmo (DC), Prolificidade (PROL), Peso dos grdos de cada subparcela
(KG/P), Peso da espiga (PE), Comprimento da Espiga (CE), Numero de grdos por espiga
(NGE), Stay Green (S.Green). Nas duas safras, maior IFMF foi observado em linhagens
classificadas como ndo tolerantes ao déficit hidrico, 24 e 57. Para as caracteristicas APL e AlE,
nas duas safrinhas, maiores valores foram observados em plantas desenvolvidas na maior
densidade de plantas, e maior APL foi observada nas plantas das linhagens classificadas como
ndo tolerantes ao déficit hidrico, linhagens 57 e 24. Maior peso da espiga foi observado na
linhagem 91, classificada como tolerante ao déficit hidrico e, menor peso da espiga e menor
namero de gréos por espiga foram observados na linhagem 24, classificada como ndo tolerante.
Quanto a variavel de S. Green, as plantas das linhagens tolerantes, 91 e 32, permaneceram
verdes por mais tempo. Nas duas safras avaliadas, maior producéo de grdos foi observada nas
linhagens tolerantes, 91, 63 e 32, e menor na linhagem 24. Sendo assim, considerando as
caracteristicas agronémicas, a linhagem 91 se mostrou mais tolerante ao déficit hidrico. Em
relacdo a expressdo dos genes, houve diferenca entre os diferentes gendtipos, tecidos e
densidades populacionais. Maior expresséo do gene ZmDREB2A/2.1S foi observada em tecidos
de plantas da linhagem tolerante, L91, e para o gene ZmPP2C maior expressao foi observada
em tecidos da linhagem néo tolerante, L24-NT. Para estes genes, de maneira geral, maior
expressdo foi observada em folhas desenvolvidas na maior densidade de plantas. De maneira
geral, para os genes relacionados as enzimas antioxidantes, SOD e CAT 3, maior expressao foi
observada em folhas e colmos de plantas da linhagem ndo tolerante, L24-NT. Assim, 0S genes
ZmDREB2A/2.1S e ZmPP2C séo sugeridos como potenciais marcadores moleculares para
assistir programas de melhoramento, visando o desenvolvimento de cultivares para tolerancia
ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Zea mays. Estresse abidtico. Fatores de Transcrigdo. Antioxidantes.



ABSTRACT

Abiotic stresses such as water deficit can affect plant development and grain
productivity. The identification and development of genotypes tolerant to water deficit are
priorities in maize breeding programs. In addition to the evaluation of agronomic traits, it is
important to study the expression of genes related to tolerance to water deficit in order to
understand the mechanisms involved in this trait, aiming at the development of tools that can
be used in breeding programs. Thus, the objective was to evaluate the agronomic characteristics
related to tolerance to water deficit in maize lines grown at different plant densities. The
expression of genes associated with tolerance to water stress was also evaluated, using the gRT-
PCR technique, in different plant tissues of maize lines. For the evaluation of the agronomic
characteristics, lines were used, which were evaluated in previous experiments, contrasting in
terms of tolerance to water deficit. Experiments were installed using two plant densities, 60 and
120 thousand plants in the second crops of the years 2019 and 2020. Under these conditions,
the following characteristics were evaluated: Female Flowering (FF), Male Flowering. (FM),
Male and Female Flowering Interval (IFMF), Plant Height (API), First Ear Insertion Height
(AIE), Stem Diameter (DC) Prolificity (PROL), Grain Weight of each subplot (KG /P), Ear
Weight (EP), Ear Length (EC), Number of grains per ear (NGE), Stay Green (S.Green). In the
two harvests, higher IFMF was observed in lines classified as non-tolerant to water deficit, 24
and 57. For the APL and AIE characteristics, in the two harvests, higher values were observed
in plants developed in the largest plant population, and greater APL was observed in plants
from lines classified as non-tolerant to water deficit, lines 57 and 24. Higher ear weight was
observed in line 91, classified as tolerant to water deficit, and lower weight of ear and smaller
number of grains per ear were observed in line 24, classified as non-tolerant. As for the S. Green
variable, the plants of the tolerant lines, 91 and 32, remained green for a longer time. In the two
seasons evaluated, higher grain production was observed in tolerant lines, 91, 63 and 32, and
lower in line 24. Thus, considering the agronomic characteristics, line 91 was more tolerant to
water deficit. Regarding gene expression, there was difference between different genotypes,
tissues, and population densities. Higher expression of the ZmDREB2A/2.1S gene was
observed in tissues of plants from the tolerant lineage, L91-T, and for the ZmPP2C gene, higher
expression was observed in tissues of the non-tolerant lineage, L24-NT. For these genes, in
general, higher expression was observed in leaves developed at a largest density of plants . In
general, for genes related to antioxidant enzymes, SOD and CAT 3, higher expression was
observed in leaves and stems of plants of the non-tolerant strain, L24-NT. Thus, the genes
ZmDREB2A/2.1S and ZmPP2C are suggested as potential molecular markers to assist breeding
programs aimed at developing cultivars for tolerance to water deficit.

Keywords: Zea mays. Abiotic stress. Transcription Factors. Antioxidants.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A producdo de milho no Brasil tem sido realizada principalmente em duas épocas de
semeaduras, a primeira safra ou safra verdo, e a segunda safra, também conhecida como
safrinha. A partir da safra 2019/2020 passou-se a considerar mais uma época de semeadura,
chamada de terceira safra de milho. Na safra verdo a semeadura é realizada entre os meses de
setembro a novembro (periodo chuvoso). Normalmente a semeadura da safrinha ocorre ap6s a
soja precoce, entre 0s meses de janeiro e margo, no periodo da seca (AGRIANUAL, 2016;
COELHO, 2013).

No Brasil, o maior percentual de producdo de milho acontece na segunda safra, e a area
cultivada nesta tem aumentado, chegando a superar a primeira safra, representando 77% da
producdo total do grdo no pais (CONAB, 2023).

Mesmo com a representatividade desta cultura na segunda safra, as condicbes de
disponibilidade hidrica ndo sao ideais e, com isso, o crescimento de plantas de milho é afetado
negativamente devido a escassez de agua. Além disso, a segunda safra também é influenciada
pela temperatura e radiacdo decrescentes. Assim, esses fatores isolados ou em combinagéo deles
levam a reducg0es significativas na produtividade da cultura do milho (SHAFIQ; AKRAM;
ASHRAF, 2019; CLOVIS et al., 2015). No entanto, é importante ressaltar também, que
condicdes de déficit hidrico e reducdo na producdo tém sido observadas na primeira safra ou
safra ver&o.

A producgéo de milho em todo o mundo é influenciada sobremaneira pelas condigdes
climaticas. Os estresses abidticos como seca, salinidade, altas temperaturas, estdo entre as
principais restricdes edafoclimaticas as quais afetam o crescimento das plantas e a
produtividade agricola e causam mais de 50% da perda de produtividade de gréos anualmente
(VERMA; DEEPTI, 2016; EL-SABAGH et al., 2018; FRITSCHE-NETO; BOREM, 2022).

Dentre os estresses abidticos, o déficit hidrico é considerado um dos principais
responsaveis pela perda de produtividade das culturas (SANTOS et al., 2020), uma vez que
ocorre em varias regides. A seca pode ser definida, meteorologicamente, como periodo
prolongado com precipitacOes abaixo da média. Outra defini¢do relacionada a agricultura, é

guando ndo ha agua suficiente para o crescimento das plantas, isto é, um intervalo entre a
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necessidade da cultura por agua e seu fornecimento, causando déficit hidrico e,
consequentemente, redugdes na produtividade (BLUM, 2011).

Os veranicos intensos e as secas recorrentes tém comprometido a produtividade do
milho em todo o mundo (KONDWAKWENDA et al., 2021). Projeta-se que a ocorréncia de
chuvas torrenciais e mal distribuidas e altas temperaturas, se tornardo mais frequentes e severas,
afetando o desenvolvimento e produtividade das lavouras. Vale ressaltar, que &areas sem
irrigacao suplementar sao responsaveis por mais da metade da producéo agricola em paises em
desenvolvimento, aproximadamente 60%, e estdo sujeitas a periodos prolongados de déficit
hidrico (FRITSCHE-NETO; BOREM, 2022).

A reducdo da produtividade em funcdo de déficit hidrico varia com a espécie. Na cultura
do trigo, a reducdo varia de 21 a 50%, e na cultura do milho de 39% a 50% (CHA-UM,;
YOOYONGWECH; SUPAIBULWATANA, 2010; DARYANTO; WANG; JACINTHE,
2016). Outros autores relataram ainda, que a reducdo na produtividade de gréos na cultura do
milho pode variar de 40 a 90% quando o déficit hidrico ocorre nos estadios de florescimento e
enchimento de graos (MENKIR; AKINTUNDE, 2001; BADU-APRAKU et al., 2011; BADU-
APRAKU; OYEKUNLE,2012).

A perda de produtividade do milho devido ao déficit hidrico € um problema comum,
que ocorre em todo 0 mundo, porém, na maioria das vezes é imprevisivel. Nesse sentido, para
mitigar os problemas causados pela deficiéncia hidrica e reduzir a perda de produtividade, a
identificacdo e o desenvolvimento de genotipos tolerantes ao déficit hidrico e com bom
desempenho nessas situacdes devem ser prioridade em programas de melhoramento de milho
(AO et al., 2020, FRITSCHE-NETO; BOREM, 2022).

O gendtipo tolerante deve garantir alta produtividade de gréos tanto em condi¢do de
déficit hidrico quanto em condi¢fes normais. Portanto, em programas de melhoramento para a
tolerancia ao déficit hidrico objetiva-se obter o0 maximo potencial para produtividade de graos
e garantir que a produtividade sob estresse seja proxima do potencial produtivo (MESSMER,;
STAMP, 2010).

A utilizacdo de cultivares tolerantes ao déficit hidrico é uma estratégia eficiente para
aumentar a produtividade das culturas em areas expostas ao déficit hidrico (BERNINI et al.,
2020). A compreensao dos mecanismos envolvidos na adaptacdo das plantas ao déficit hidrico
é importante para a identificagdo dos genotipos tolerantes. No entanto, o melhoramento para a
tolerancia ao déficit hidrico é um desafio em programas de melhoramento genético, ja que a
tolerancia ao déficit hidrico é controlada por muitos genes distribuidos em diferentes regides
do genoma (KONDWAKWENDA et al., 2021). Além disso, é uma caracteristica fortemente
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influenciada pela interacéo gendtipos versus ambiente, além de envolver diferentes processos
fisiologicos, bioquimicos e moleculares (FRITSCHE-NETO; BOREM, 2022).

O déficit hidrico compromete o crescimento e desenvolvimento das plantas e
desencadeia uma série de respostas nelas, envolvendo alteragdes morfoldgicas, fisioldgicas,
bioguimicas e moleculares. Vale ressaltar, que a duracdo, severidade, 6rgaos e tecidos afetados,
e estadio de desenvolvimento, também influenciam nas respostas das plantas ao estresse
(FRITSCHE-NETO; BOREM, 2022).

As respostas das plantas ao déficit hidrico tem sido alvo de vérias pesquisas que
envolvem o melhoramento genético, com o objetivo de desenvolver cultivares tolerantes. Por
meio de pesquisas tem sido observado que ha grande variabilidade para tolerancia ao déficit
hidrico em varias espécies cultivadas, como trigo, milho, sorgo e milheto (FRITSCHE-NETO;
BOREM, 2022). Por isso, a compreensdo dos mecanismos de resposta das culturas diante do
déficit hidrico é parte essencial desse processo.

Assim, devido a complexidade e os desafios da selecdo de gendtipos tolerantes ao déficit
hidrico, alguns caracteres secundarios da planta tém sido utilizados para a selecdo, como
caracteres agrondmicos e marcadores moleculares (MIKIC et al., 2016). O florescimento
masculino, altura de plantas e stay-green, podem ser utilizados como caracteres de selecéo
fenotipica para discriminacéo de gen6tipos de milho em programas de melhoramento, visando
a tolerancia ao déficit hidrico (BERNINI et al., 2020).

Caracteristicas secundarias englobam aspectos morfolégicos, fisioldgicos e bioquimicos
das plantas em resposta ao estresse hidrico. Alguns caracteres agronémicos tém sido associados
a tolerancia ao déficit hidrico e sdo frequentemente utilizados nas pesquisas, dentre eles pode-
se citar: intervalo entre o florescimento masculino e feminino, stay green, altura de plantas,
namero de espigas por plantas e diametro do caule (BERNINI et al., 2020; SANTOS et al.,
2020).

Em grande parte dos programas de melhoramento objetiva-se aumentar a produtividade
de gréos. No entanto, a produtividade de gréos possui baixa herdabilidade, alta interacdo com
0 ambiente, sendo um entrave para a selecdo. Assim, a fenotipagem por meio de caracteristicas
secundarias € um dos pilares do melhoramento de tolerancia ao déficit hidrico, ja que
caracteristicas possuem alta correlagdo com a produtividade de grdos (KONDWAKWENDA
etal., 2021).

Além dos caracteres agrondmicos, marcadores moleculares relacionados a tolerancia ao
déficit hidrico tém sido desenvolvidos e aplicados para a sele¢cdo de gendtipos com toleréncia
ao déficit hidrico (BANZIGER et al., 2004; MAKANZA et al., 2018). As avaliacOes
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moleculares incluem o uso de genes candidatos e analise de locos de caracteres quantitativos
(Quantitative Traits Loci -QTL’s) (NIKOLIC et al., 2012; XU et al., 2014).

Nos ultimos anos tem sido observado o progresso em pesquisas envolvendo a
compreensdo dos mecanismos moleculares relacionados as respostas das plantas ao déficit
hidrico (ZHANG et al., 2022). Devido a complexidade das repostas moleculares, técnicas
biotecnoldgicas como identificacdo de QTL’s (ZHAO et al., 2018), identificagdo de genes
candidatos por meio da expressao de transcritos (VON PINHO, 2021), dentre outras, tém sido
estudadas. Dentre os genes candidatos relacionados a tolerancia ao déficit hidrico destaca-se 0s
antioxidantes e os fatores de transcricdo como os DREBS (MARQUES et al, 2019; SANTOS
etal, 2021; VON PINHO, 2021).

A identificacdo de genes envolvidos nas respostas ao déficit hidrico possibilita a
identificacdo e compreensdo das rotas envolvidas nesse processo, 0 que torna viavel o uso
desses genes como marcadores moleculares (BIAZUZO, 2013). Sendo assim, a associagdo
entre marcadores moleculares e caracteristicas agrondémicas fornece informacGes da base
genética para esta caracteristica e das interacbes gendtipos por ambientes, permitindo que
possam ser utilizados como ferramenta para a selecéo de genotipos tolerantes ao déficit hidrico.

Neste contexto, objetivou-se avaliar as caracteristicas agronémicas e expressdo de genes
associados a tolerancia ao estresse hidrico em linhagens de milho contrastantes, cultivadas em
diferentes densidades de plantas.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar as caracteristicas agronémicas e expressao de genes
associados a tolerancia ao déficit hidrico em linhagens de milho contrastantes, cultivadas em

diferentes densidades de plantas.
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CAPITULO 2 CARACTERISTICAS AGRONOMICAS RELACIONADAS A
TOLERANCIA AO DEFICIT HIDRICO EM LINHAGENS DE
MILHO DESENVOLVIDAS SOB DIFERENTES DENSIDADES
POPULACIONAIS

RESUMO

O deficit hidrico leva a uma série de alteragcdes morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas
e moleculares que interferem no desenvolvimento e causam reducdo da produtividade. Para
mitigar os efeitos causados pelo déficit hidrico é importante investir em programas de
melhoramento genético para o desenvolvimento de cultivares tolerantes ao déficit hidrico.
Nesse sentido, a avaliacdo de caracteristicas agronémicas € importante para a selecdo de
gendtipos tolerantes ao déficit hidrico, pois estas caracteristicas possuem alta herdabilidade sob
estresse e também alta correlacdo genética com a produtividade. Assim, objetivou-se avaliar as
caracteristicas agronémicas relacionadas a tolerancia ao déficit hidrico em linhagens de milho
contrastantes, cultivadas em diferentes densidades de plantas. Para as avaliagbes das
caracteristicas agrondmicas foram utilizadas linhagens contrastantes quanto a tolerancia ao
déficit hidrico. Foram instalados experimentos utilizando-se duas densidades de plantas, 60 e
120 mil plantas por hectare na segunda safra dos anos de 2019 e 2020. Nestas condi¢des, foram
avaliadas as seguintes caracteristicas: Florescimento Feminino (FF), Florescimento Masculino
(FM), Intervalo entre o Florescimento Masculino e Feminino (IFMF), Altura de Plantas (APL),
Altura de Insercéo da Primeira Espiga (AIE), Diametro do colmo (DC), Prolificidade (PROL),
Peso dos gréos de cada subparcela (KG/P), Peso da espiga (PE), Comprimento da Espiga (CE),
NUmero de grdos por espiga (NGE) e Stay Green (S.Green). Nas duas safras, 2019 e 2020,
maior intervalo entre o florescimento masculino e feminino foi observado nas linhagens
classificadas como n&o tolerantes ao deficit hidrico, 24 e 57. Para as caracteristicas APL e AlE,
nas duas safras, maiores valores foram observados em plantas desenvolvidas na maior
densidade de plantas, e maior APL foi observada nas plantas das linhagens classificadas como
ndo tolerantes ao déficit hidrico, linhagens 57 e 24. Maior peso da espiga foi observado na
linhagem 91, classificada como tolerante ao déficit hidrico e menor peso da espiga e menor
namero de grdos por espiga foi observado na linhagem 24, classificada como néo tolerante.
Quanto a variavel Stay Green (SG), as plantas das linhagens tolerantes, 91 e 32, permaneceram
verdes por mais tempo. Nas duas safrinhas avaliadas, maior producéo de grdos foi observada
nas linhagens tolerantes (91, 63 e 32) e menor producdo de gréos foi observada na linhagem
24. Sendo assim, considerando as caracteristicas agrondmicas, a linhagem 91 se mostrou a mais
tolerante ao déficit hidrico, e a linhagem 24 a menos tolerante.

Palavras-chave: Zea mays. Densidade de plantio. Selecdo indireta. Estresse abiotico.
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ABSTRACT

Water deficit leads to a series of morphological, physiological, biochemical, and
molecular changes that interfere with development and cause reduced productivity. To mitigate
the effects caused by water deficit, it is important to invest in genetic improvement programs
for the development of cultivars tolerant to water deficit. In this sense, the evaluation of
agronomic traits is important for the selection of genotypes tolerant to water deficit, as these
traits have high heritability under stress and also a high genetic correlation with productivity.
Thus, the objective was to evaluate the agronomic characteristics related to tolerance to water
deficit in contrasting maize lines, grown at different plant densities. For the evaluation of the
agronomic traits, contrasting strains were used in terms of tolerance to water deficit.
Experiments were installed using two plant densities, 60 and 120 thousand plants per hectare
in the second harvest of the years 2019 and 2020. Under these conditions, the following
characteristics were evaluated: Female Flowering (FF), Male Flowering (FM), Interval between
Male and Female Flowering (IFMF), Plant Height (APL), First Ear Insertion Height (AIE),
Stem Diameter (DC), Prolificity (PROL), Grain Weight of each subplot (KG/P) , Ear Weight
(EP), Ear Length (EC), Number of grains per ear (NGE), Stay Green (S.Green). In both seasons,
2019 and 2020, a greater interval between male and female flowering was observed in lines
classified as non-tolerant to water deficit, 24 and 57. For APL and AIE characteristics, in both
seasons, higher values were observed in developed plants at the highest plant density, and the
highest APL was observed in plants from lines classified as non-tolerant to water deficit, lines
57 and 24. Higher ear weight was observed in lineage 91, classified as tolerant to water deficit
and lower weight of the ear and a smaller number of grains per spike was observed in lineage
24, classified as non-tolerant. As for the variable Stay Green (SG), the plants of the tolerant
lines, 91 and 32, remained green for a longer time. In the two off-seasons evaluated, higher
grain production was observed in the tolerant lines (91, 63 and 32) and lower grain production
was observed in line 24. Thus, considering the agronomic characteristics, line 91 proved to be
the most tolerant to the deficit water stress, and strain 24 the least tolerant.

Keywords: Zea mays. Planting density. Indirect selection. Abiotic stress.
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1 INTRODUCAO

O milho é um dos cereais mais cultivados no Brasil e no mundo, assumindo importante
papel no agronegdcio, sendo o Brasil o terceiro maior produtor, perdendo a lideranca para 0s
Estados Unidos e China, e é o segundo maior exportador da cultura (KIST et al., 2019).

No Brasil, tem sido observado aumento significativo da &rea plantada com milho na
segunda safra e reducdo da area na primeira safra. A area plantada com milho segunda safra
corresponde a mais de 77% de toda a producdo de milho (CONAB, 2023).

O cultivo de milho em segunda safra é geralmente mais exposto ao déficit hidrico, pois
abrange o final do periodo chuvoso, o que pode provocar redugdes significativas na
produtividade de grdos. Na segunda safra 2021/2022 o baixo volume de chuvas restringiu a
semeadura e o desenvolvimento das plantas regides do pais. Mesmo no cultivo de verao, foram
observadas, em algumas regides do pais, a exemplo da regido Sul, reducdes na produtividade
de gréos devido as condicdes de déficit hidrico (CONAB, 2023).

Sabe-se que estresses abidticos causam prejuizos diversos sobre a agricultura. A cultura
do milho, esté sujeita a diferentes tipos de estresses abioticos ao longo do seu ciclo, no entanto,
o déficit hidrico é o fator abidtico que mais tem causado impacto na produtividade da cultura.

O déficit hidrico ocorre em grande parte dos cultivos agricolas e pode ocorrer em
conjunto com outros estresses abioticos, como altas temperaturas e salinidade. E definido como
periodo de precipitacdo insuficiente, ou auséncia de chuvas e é conhecido como seca. Nessas
condicdes, a quantidade de &gua disponivel é inferior a necessaria pela cultura, o que
consequentemente influencia na produtividade. O déficit hidrico pode ocorrer nos diferentes
estadios de desenvolvimento das plantas e, assim, dependendo do estadio, pode influenciar com
maior ou menor intensidade (FRITSCHE-NETO; BOREM, 2022).

Na cultura do milho, as plantas sdo mais suscetiveis ao déficit hidrico nos estadios
iniciais de desenvolvimento e nas fases reprodutivas. Quando o estresse ocorre nos estadios
iniciais, afetam o estabelecimento e o estande das plantas, enquanto na fase reprodutiva reduz
a fertilizacdo e o enchimento de grdos (FRITSCHE-NETO; BOREM, 2022). No entanto,
guando o déficit hidrico ocorre no periodo reprodutivo ocorre maior perda de produtividade do
que na fase vegetativa (EL-SABAGH et al., 2018). Vale ressaltar, que na segunda safra, a
deficiéncia hidrica normalmente coincide com os estddios mais avancados da cultura,
florescimento e enchimento de grdos, o que pode limitar substancialmente o seu potencial
produtivo (SIMAO et al., 2017).
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Sabe-se que o déficit hidrico leva a uma série de altera¢cbes morfoldgicas, fisiologicas,
bioguimicas e moleculares. Na cultura do milho causa reducao da produtividade e da altura e
didmetro do colmo, aumento do intervalo entre o florescimento masculino e feminino, dentre
outros (GUIMARAES; ROCHA; PATERNIANI, 2019; SANTOS et al., 2020).

Nesse sentido, para mitigar os efeitos causados pelo déficit hidrico, é muito importante
o0 investimento em programas de melhoramento genético de milho voltados para a tolerancia ao
déficit hidrico, com o objetivo de desenvolver cultivares que sejam adaptadas e tolerantes ao
déficit hidrico, e a0 mesmo tempo, produtivas.

Segundo Fritsche-Neto e Borém (2022), devido ao impacto que o déficit hidrico pode
ter sobre a agricultura, desenvolver genétipos adaptados a essas condicfes, que sejam mais
produtivos e eficientes, deve ser prioridade dos programas de melhoramento genético.

A selecédo dos gendtipos superiores ndo é tarefa facil, pois a tolerancia ao déficit hidrico
€ uma caracteristica quantitativa, complexa e controlada por muitos genes, além de ser
influenciada pelo ambiente. E conhecida por afetar muitas caracteristicas agrondmicas (ZHAO
et al., 2018). Portanto, sdo necessarias novas estratégias para entender 0s mecanismos
envolvidos na tolerancia ao déficit hidrico o que exige conhecimentos multidisciplinares para
o estabelecimento de metodologias adequadas e confidveis no processo de melhoramento
(PATERNIANI et al., 2019).

A produtividade de grdos é um carater quantitativo, complexo, com baixa herdabilidade
e altamente influenciada pelo ambiente, o que dificulta a selecdo. Assim, a utilizacdo de
caracteres indiretos € fundamental para selecdo de gendtipos superiores em programas de
melhoramento. A utilizacdo desses caracteres, a exemplo de caracteristicas agronémicas,
permite a selecdo com boa precisdo. Para a selecdo das caracteristicas ideais a serem avaliadas
é preciso que estas sejam correlacionadas com a produtividade, tenham alta variabilidade
genética, alta herdabilidade e sejam de facil mensuracio (FRITSCHE-NETO; BOREM, 2022).

Nesse sentido, a fenotipagem tem papel essencial na selecdo de gendtipos tolerantes,
principalmente utilizando as caracteristicas secundarias, que podem ser definidas como
caracteristicas morfofisiologicas, fisiologicas e os componentes de producdo (TUBEROSA,
2012). Segundo Tobar-Tosse et al. (2015), para obter gendtipos superiores, € necessario avaliar
um conjunto de caracteristicas que combinam varias informagdes contidas nos genotipos a
serem avaliados.

Dentre os caracteres secundarios mais utilizados e com eficiéncia na sele¢do dos
gendtipos para a tolerancia ao déficit hidrico, estdo: prolificidade, intervalo entre o

florescimento masculino e feminino, stay green, altura de plantas, altura da primeira espiga,
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namero de grdos por espiga, peso da espiga, tamanho ou comprimento da espiga, enrolamento
foliar, dentre outros (LUCHE, 2015; ZHAO et al., 2018; BERNINI et al., 2020). Todos esses
caracteres, de maneira contraria a produtividade, tém alta herdabilidade sob estresse e também
alta correlacio genética com a produtividade (BOLANOS; EDMEADES, 1997).

O déficit hidrico quando ocorre durante o periodo de florescimento afeta o
desenvolvimento da planta e aumenta o intervalo entre o florescimento feminino e masculino
(IFMF), que é um aspecto critico para o desenvolvimento de grdos e sementes, pois afeta o
sincronismo do florescimento masculino e feminino. Neste caso o desenvolvimento da
espigueta € retardado, o que leva a ndo coincidéncia com o periodo de antese, que nessas
condigdes, tem o processo de senescéncia acelerado. Isso resulta em falhas no processo de
fertilizacdo, e como consequéncia, grande nimero de espigas sem graos ou com poucos graos
0 que reduz a produtividade da cultura (BAZINGER et al., 2000, DARYANTO; WANG,;
JACINTHE, 2016). Assim, gendtipos com menor intervalo entre o florescimento masculino e
feminino devem ser selecionados em condicdo de déficit hidrico para a selecdo de gendtipos
tolerantes ao déficit hidrico em programas de melhoramento. Dessa maneira, na maioria dos
casos, a ocorréncia ou inducdo do estresse nesse estadio gera resultados promissores para
selecdo de plantas com tolerancia ao déficit hidrico.

Além de causar falta de sincronismo entre os florescimentos masculino e feminino, o
déficit hidrico pode levar ao aborto do évulo, e esterilidade do pdlen em algumas espécies de
cereais como arroz e milho (FISCHER et al., 2011, ARAUS; SANCHEZ; EDMEADES, 2012).
Portanto, de maneira semelhante ao IFMF, o nimero de espigas por planta também é afetado
pelo déficit hidrico, pois contribui para o aborto das espiguetas, e reducdo do nimero de espigas
por planta.

Ribaut et al. (2009) e Edmeades (2000), classificaram o numero de espigas e o IFMF
como caracteres Uteis para a selecdo para a tolerancia ao deficit hidrico, com alta herdabilidade
e valores de correlagdo com a produtividade de gréos.

Outro carater importante para a selecdo de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico e de
facil visualizacdo € o stay green ou senescéncia retardada das folhas (KONDWAKWENDA et
al., 2021). Esta caracteristica se refere ao atraso da morte das folhas, mantendo-as com maior
area verde, principalmente nos estadios mais avancados, como o enchimento de gréos, e deve
ser avaliado visualmente apés o florescimento, no periodo de enchimento de gréos.

O stay green é considerado importante caracteristica para promover a toleréncia ao
déficit hidrico e garantir a produtividade de gréos, além disso, € um dos principais responsaveis
por aumentar o peso médio dos grdos (PEIGAO et al., 2006; LUCHE et al., 2015). E uma
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importante adaptacdo ao ambiente e esta associada com o aumento de produtividade nessas
condigdes, pois permite o enchimento e a mobilizacdo de reserva para os grdos, devido a
manutencdo da eficiéncia fotossintética (DARYANTO et al., 2016). A capacidade de manter
as folhas e os caules verdes nos estadios mais avancados da cultura, € um mecanismo de
resisténcia e esta relacionada com a maior capacidade de tolerar estresses, devido a protecdo
das estruturas fotossintéticas e maior capacidade de combater espécies reativas de oxigénio
devido a presenca de enzimas antioxidantes, fazendo com que as plantas sejam capazes de se
recuperarem apos enfrentarem periodo de déficit hidrico (TIAN et al., 2012; KANTE, 2016).

Assim, devido a alta herdabilidade e varidncia genética para o intervalo entre
florescimento masculino e feminino, e para o stay green sob condic¢Ges de déficit hidrico, a
utilizacdo desses caracteres secundarios em ambientes sujeitos ao déficit hidrico visando a
selecdo de gendtipos tolerantes é importante. Vale ressaltar ainda, que as correlagcdes destes
caracteres com a produtividade média de gréos sdo altas (FRITSCHE-NETO; BOREM, 2022).

A habilidade da planta reagir as condi¢des de estresse, como o déficit hidrico, envolve
modificagdes morfoldgicas em diversos tecidos da planta. Assim, a avaliacao das modificacdes
morfoanatdbmicas das plantas, como altura de plantas, altura de insercdo da espiga e diametro
do colmo, sob condicBes de déficit hidrico, também contribuem para o entendimento dos
mecanismos de tolerdncia ao deficit hidrico.

Periodos de deficit hidrico nos estadios iniciais de desenvolvimento da planta de milho,
periodo vegetativo, levam a reducdo do crescimento da planta como consequéncia da menor
area foliar da planta. Em condicdes de déficit hidrico tem sido observado menores alturas
médias das plantas de milho, retardo do crescimento e também menor acumulo de
fotoassimilados (MELO et al., 2018).

Além disso, a altura de plantas pode ser alterada tanto pela densidade de plantas como
pelo déficit hidrico. Um maior numero de plantas por hectare proporciona maior crescimento
de plantas em altura, o que leva também ao aumento da altura de insercédo da espiga. 1sso ocorre
porque o adensamento estimula a dominéncia apical, favorecendo o crescimento vertical
(ALMEIDA et al., 2000; PENARIOL et al., 2003; CALONEGO et al., 2011). Ressalta-se
ainda, que plantas mais altas tendem a ter menores valores de didametros do colmo, maior
suscetibilidade ao acamamento, menor produtividade dos gréos, alem de prejudicar a colheita
(CORREA, 2018).

Conforme ja descrito, muitas sdo as caracteristicas secundarias que podem ser utilizadas
nos programas de melhoramento genético para a selecdo de gendtipos para a tolerancia ao

déficit hidrico. No entanto, segundo Blum (2011), duas consideracfes devem ser observadas
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no momento da instalagdo dos campos experimentais, para melhorar a eficiéncia da selecéo
para produtividade sob déficit hidrico ou ainda compensar a baixa herdabilidade da producédo
sob estresse: 0 campo experimental deve apresentar homogeneidade das condicdes
edafoclimaticas para a reducdo do erro experimental e; deve-se utilizar populacdes que
contenham variabilidade genética para produtividade de grdos, tolerdncia ao déficit hidrico e
ideotipo de plantas que contenham caracteres secundarios.

Nos programas de melhoramento genético, para a selecdo de genotipos tolerantes ao
déficit hidrico, existe preocupacdo em relacdo a instalacdo e conducdo dos experimentos, uma
vez que as condigdes climaticas de chuva e umidade sdo incertas e incontrolaveis (ZAFAR et
al., 2017). No entanto, algumas estratégias podem ser utilizadas para se obter sucesso na selecao
de gendtipos tolerantes em condicdes de campo ndo controladas, como a utilizacdo de altas
densidades populacionais e a realizacdo da semeadura na segunda safra, ou safrinha, periodo
coincidente com baixos indices pluviométricos durante o desenvolvimento das plantas. Além
disso, a realizacdo de mais de uma safra agricola se faz necessaria para maior eficiéncia na
selecdo, devido a interacdo gendétipo versus ambiente.

Em algumas pesquisas tem sido demonstrado a viabilidade do melhoramento para
tolerdncia ao déficit hidrico em condi¢des favoraveis de umidade, quando se utiliza altas
densidades populacionais de plantas (BECK et al., 1996; SANGOI; SALVADOR, 1996;
MONNEVEUX; RIBAUT, 2006; PEREIRA et al., 2014; ABREU et al., 2017; VILELA, 2019).

Neste contexto, pesquisas visando a identificacdo de caracteristicas que sejam
associadas a tolerancia ao déficit hidrico na cultura do milho sdo importantes para aumentar a
eficiéncia de selecdo. Assim, diante do exposto, 0 objetivo no presente trabalho foi avaliar as
caracteristicas agrondmicas relacionadas a tolerancia ao déficit hidrico em linhagens de milho

com variabilidade genética para esta caracteristica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Local de realizacao dos experimentos

Os experimentos de campo foram desenvolvidos em duas areas experimentais do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, em duas safras agricolas
(2019 e 2020). Em 2019 foi instalado na area experimental situada no municipio de Lavras —
MG, cujas coordenadas geogréaficas sdo: latitude 21°14'S, longitude 40°17'W e altitude de
918,80 m. Ja em 2020, o experimento foi instalado no Centro de Desenvolvimento e
Transferéncia de Tecnologia- CDTT/DAG/UFLA da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
localizado no municipio de ljaci/MG, cujas coordenadas geogréaficas sdo: latitude 21°09'S,
longitude 44°54'W e altitude de 920 m. Todas as avaliacGes foram realizadas no Laboratorio
Central de Sementes, localizado no Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da
ESAL/UFLA.

2.2  Selecdo dos gendtipos

A selecéo das linhagens utilizadas na pesquisa foi realizada de acordo com os resultados
obtidos por Abreu et al. (2018), a qual foi baseada em dados de germinacéo e crescimento de
plantulas sob condi¢bes de restricdo hidrica. Assim, foram selecionadas cinco linhagens
contrastantes em relacdo a tolerancia ao déficit hidrico, sendo trés linhagens tolerantes (T), L91-
T, L63-T e L32-T, e duas linhagens ndo tolerantes (NT), L57-NT e L24-NT.

2.3 Instalacdo dos campos experimentais

Apos a selecdo das linhagens, os experimentos foram instalados na segunda safra dos
anos de 2019 e 2020.

Em ambos os anos, o solo foi preparado convencionalmente e as corregdes foram feitas
de acordo com a analise quimica destes. Anteriormente a semeadura, as sementes foram tratadas
com fungicida Vitavax/Thiram ® 200SC na dosagem de 250ml.100Kg " de sementes.

Na segunda safra de 2019, o experimento foi instalado utilizando-se as linhagens L91-
T, L63-T (tolerantes) e as linhagens L57-NT e L24-NT (ndo tolerantes). A semeadura foli
realizada em 08/02/19, quando foram utilizadas as densidades de plantas de 60 e 120 mil plantas

hal. O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com quatro repeticoes,
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no esquema de parcelas subdividas no espaco, sendo as diferentes densidades de plantas
dispostas na parcela. Cada parcela foi composta por 4 linhas com 16 metros, no espagamento
de 0,6 m entre linhas. Nas subparcelas, compostas por 4 linhas com 4 metros de comprimento
cada, foram dispostas as linhagens. Foi considerada como parcela util, as duas linhas de
semeadura centrais de cada subparcela. A semeadura foi realizada de forma manual e apds 30
dias foi realizado desbaste para o ajuste da populacéo de plantas desejada (60 e 120 mil plantas
ha?).

No segundo experimento, implantado na segunda safra de 2020, foram utilizadas as
linhagens L91-T, L32-T (tolerantes) e as linhagens L57-NT e L24-NT (ndo tolerantes). A
semeadura foi realizada em 20/03/20, também foram utilizadas duas densidades de plantas, 60
e 120 mil plantas ha*. O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com
seis repeticdes, no esquema de parcelas subdividas no espaco, sendo as diferentes densidades
de plantas dispostas na parcela. Cada parcela foi composta por 6 linhas com 16 metros, no
espacamento de 0,6 m entre linhas. Nas subparcelas, compostas por 2 linhas com 4 metros de
comprimento cada, foram dispostas as linhagens. Foi considerada como parcela util, as duas
linhas centrais de semeadura de cada subparcela. A semeadura foi realizada de forma manual e
apos 30 dias foi realizado desbaste para o ajuste da populacdo de plantas desejada.

A adubacdo de cobertura, assim como os demais tratos culturais e fitossanitarios foram
realizados de acordo com o recomendado para a cultura.

A colheita dos graos, em ambas, foi realizada em espigas. As espigas foram colhidas e
despalhadas manualmente, quando os gréos atingiram teor de dgua de 20%. A secagem das
espigas foi realizada em secadores experimentais de pequena escala, descrito por Navratil e
Burris (1982).

2.4 Avaliacdo de caracteres indiretos relacionados a toleréncia ao déficit hidrico

Foram avaliadas 10 plantas na safra de 2019 e 5 plantas na safra de 2020 de cada
subparcela. Nas duas safras, 2019 e 2020, foram avaliados 0s seguintes caracteres:

a) Florescimento masculino e feminino: foi determinado pelo nimero de dias ocorrido da
semeadura até que 50% das plantas de cada parcela apresentassem antese e estilo-
estigmas visiveis. O florescimento masculino foi definido quando houve liberacdo do
polen, e o florescimento feminino quando os estilo-estigmas atingiram pelo menos 1 cm

de comprimento;
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c)

d)
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Intervalo entre os florescimentos feminino e masculino em dias (IFMF): o IFMF foi
determinado considerando o periodo, em dias, entre a semeadura e os florescimentos
feminino e masculino. Apenas nos dados da safra de 2019, para eliminar os valores
negativos, que dificultariam a analise de variancia, foi adicionado a todos os valores de
IFMF, uma constante de valor 100;

Prolificidade: ao final da fase de florescimento feminino foi avaliado o nimero de
espigas por planta escolhidas aleatoriamente;

Altura de plantas: ao final da fase de florescimento feminino foram medidas, em plantas
escolhidas aleatoriamente, e com auxilio de régua graduada, a altura do nivel do solo
até a ultima folha completamente expandida (cm);

e) Alturadainsercdo da primeira espiga: ao final da fase de florescimento foram avaliadas

f)

9)

h)

)

K)

plantas escolhidas aleatoriamente, e com auxilio de régua graduada foi medida a altura
do solo até o no de insercdo da primeira espiga (cm);

kg/subparcela: foi obtido por meio do peso de grdos obtido em plantas da &rea Util de
cada subparcela, expresso em kg;

Comprimento da espiga: apds a colheita e despalha, com auxilio de régua graduada foi
medido o comprimento da espiga despalhada (cm);

NUmero de grdos por espiga: apos a debulha, foram contados o nimero de grdos por
espigas selecionadas de modo aleatorio;

Diametro do colmo: ao final da fase de florescimento foram avaliados, em plantas
escolhidas aleatoriamente, e com auxilio de régua graduada os diametros do colmo no
primeiro internddio acima do nivel do solo (cm);

Peso da espiga: foi obtido por meio do peso das espigas em cada subparcela, expresso
em gramas, foi avaliado apenas na safra de 2020;

Stay Green: foi avaliado a partir da maturidade fisioldgica dos grdos, aos 125 dias ap0s
a semeadura, por uma escala de notas de 1 a 5, conforme metodologia sugerida por
Costa et al. (2008): nota 1 para plantas com todas as folhas verdes acima da espiga e
pelo menos duas folhas verdes abaixo da espiga; nota 2 para plantas em que todas as
folhas acima da espiga estiverem verdes; nota 3 para plantas com duas folhas acima da
espiga estiverem secas e as demais verdes; nota 4 quando duas folhas no apice da planta
estiverem verdes e; nota 5 para plantas com todas as folhas secas. As notas foram
atribuidas a todas as plantas da parcela, de 7 em 7 dias, até atingirem a nota maxima.
Para analise dos dados, foi utilizada a média das notas corrigidas pela data do
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florescimento feminino de cada linhagem. Avaliacdo realizada apenas na safra
2020/2021.

2.5  Dados climaticos durante a conducéo dos experimentos

Figura 1 - Valores de precipitacdo (mm) e temperaturas minima e maxima (°C) no periodo de
fevereiro a julho de 2019, na cidade de Lavras— MG.
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Figura 2 - Valores de precipitacdo (mm) e temperaturas minima e maxima (°C) no periodo de
marco a agosto de 2020, na cidade de ljaci — MG.
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2.6 Andlises estatisticas

As analises dos resultados dos caracteres indiretos foram feitas utilizando-se o modelo
de parcelas subdividas no espaco, e a comparacgdo das médias foi feita pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas no software R usando o pacote
ExpDes (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2014).
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3 RESULTADOS

Inicialmente, serdo apresentados os dados das caracteristicas agrondémicas avaliadas na
segunda safra de 2019. Em seguida, serdo apresentados os dados referentes a segunda safra
realizada em 2020, e no final, serdo discutidos os resultados obtidos nas duas safras e os
possiveis efeitos do ambiente e das condi¢Ges climéticas nas caracteristicas agrondmicas das
linhagens avaliadas.

Os dados de temperatura média e precipitacdo, durante a conducdo do experimento em
campo, foram apresentados na Figura 1. Por meio da anélise dos dados, na segunda safra de
2019, observa-se que a precipitacdo ap6s a semeadura foi alta, nos meses de fevereiro e marco,
contribuindo para um bom desenvolvimento inicial das plantas. No periodo de florescimento,
no més de abril, houve chuvas constantes e bem distribuidas, o que influenciou positivamente
no desenvolvimento do sistema reprodutivo das plantas, uma vez que é uma das fases de maior
demanda de agua. Na fase de enchimento de grdos as plantas foram expostas por periodo de
veranico, o que pode ter influenciado a producdo de grdos. A temperatura méedia ao longo do
ciclo da cultura foi de 21 °C e a precipitacdo total foi de 529 mm.

Em relacdo aos dados das caracteristicas agrondmicas avaliadas na segunda safra de
2019, foram observadas diferencas significativas para a varidvel linhagem em todas as
caracteristicas avaliadas. Para as diferentes densidades populacionais de plantas, observou-se
diferencas significativas para altura de plantas, altura de insercdo da primeira espiga, diametro
do colmo, peso dos gréos por subparcela. Houve interacao significativa entre as linhagens e as
densidades populacionais para as caracteristicas: intervalo de florescimento feminino e
masculino, florescimento feminino. Para as caracteristicas prolificidade e nimero de gréos por
espiga ndo houve diferencga significativa.

Houve diferencas significativas entre as diferentes linhagens para florescimento
masculino e interacdo linhagem versus densidade populacional para o florescimento feminino
(FF), e ainda para o intervalo de florescimento masculino e feminino (IFMF). Para o
florescimento masculino, foi observado maior periodo para antese nas linhagens 91 e 57
(FIGURA 3).
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Figura 3 - Resultados médios do florescimento masculino (dias) (FM) em diferentes linhagens,

safra de 2019.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2023).

Em relacdo ao florescimento feminino, ndo houve diferenca significativa em plantas
desenvolvidas sob diferentes densidades de plantas para as linhagens 91 e 63 (tolerantes). Ja
para as linhagens 57 e 24, classificadas como intolerantes, maiores periodos para emissdo do
estilo estigma foram observados quando se utilizou a maior populagéo de plantas da linhagem
57 e na menor populacdo de plantas da linhagem 24. Menor periodo para emissdo do estilo

estigma foi observado na linhagem 63 nas duas densidades populacionais (TABELA 1).

Tabela 1 - Florescimento feminino (FF) (dias), das linhagens nas densidades de 60.000 e
120.000 plantas/ha, safra 2019.

Densidade de Populacional L91 L63 L57 L24
60.000 pl/ha 73,00Aa 66,5Ab 72Ba 72,75Aa
120.000 pl/ha 73,00Aa 67,0Ac 73,67Aa 70,33Bb

Médias seguidas pela mesma letra maidscula, na coluna, e minuscula, na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2023).

Para o intervalo entre os florescimentos masculino e feminino (IFMF), ndo houve
diferenca significativa em plantas desenvolvidas sob diferentes populacdes de plantas para as
linhagens 91 e 63 (tolerantes). No entanto, para a linhagem 57, maior intervalo foi observado

quando se utilizou a maior populacdo de plantas e para a linhagem 24 quando foi utilizada a
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menor populacdo nas plantas. Maior intervalo entre os florescimentos masculino e feminino foi
observado na linhagem 24 quando se utilizou a densidade de 60 mil plantas.ha® e menor
intervalo na densidade de 120 mil plantas.ha™* (TABELA 2).

Tabela 2 - Meédias do Intervalo entre o Florescimento masculino e feminino (IFMF) das
linhagens nas densidades de 60.000 e 120.000 plantas/h4, safra 2019.

Densidade

Lo1 L63 L57 L24
Populacional
60.000 pl/ha 1,00Ab 1,50 Ab 1,00Bb 3,00Aa
120.000 pl/ha 1,00Aab 2,00Aa 2,33Aa 0,00Bb

Médias seguidas pela mesma letra mailscula, na coluna, e mindscula, na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2023).

Em relacdo aos dados de altura de plantas (APL), altura de insercdo da primeira espiga
(AIE) e didmetro do colmo (DC), houve diferenca significativa quando foram utilizadas
diferentes populacfes de plantas e também entre as diferentes linhagens. Para as avaliacfes de
alturas, APL e AIE, maiores valores foram observados quando se utilizou a maior densidade
populacional. O contréario foi observado para a caracteristica diametro do colmo, na qual foram
observados os maiores valores quando se utilizou a menor populacdo de plantas. Para a
caracteristica altura de plantas, maior altura foi observada na linhagem 57, classificada como
ndo tolerante ao déficit hidrico. Maior altura de inser¢do da primeira espiga foi observada na
linhagem 91, classificada como tolerante ao déficit hidrico. Em relacdo ao diametro do colmo,

maior diametro foi observado na linhagem 24 e menor na linhagem 63 (FIGURA 4).
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Figura 4 - Resultados médios de altura de plantas em cm (API), altura de insercao da primeira
espiga em cm (AIE), didmetro do colmo em cm (DC), em diferentes linhagens e em
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Fonte: Da autora (2023).

Para as caracteristicas numero de fileiras de graos por espiga (NF) e peso de 100 gréos

(P100), peso dos graos por subparcela (Kg/P) e comprimento da espiga (CE) houve diferencas

significativas entre as diferentes linhagens. Maior nimero de fileiras foi observado nas espigas

das linhagens 63 e 24 (FIGURA 5). Maior peso de 100 graos foi observado para as linhagens

63, 57, 91 e 24, nessa ordem (FIGURA 5). No que se refere ao comprimento da espiga, maior

valor foi verificado nas espigas da linhagem 57 (FIGURA 5). Para o peso dos grdos por

subparcela (KG/P), observa-se a superioridade das linhagens classificadas como tolerantes ao
déficit hidrico, 91 e 63 (FIGURA 6).
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Figura 5 - Resultados médios de comprimento (tamanho) da Espiga em cm (CE), peso de 100
grdos em g (P100) e nimero de fileiras por espiga (NF) em diferentes linhagens,
safra de 2019.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2023).

Figura 6 - Resultados médios do Peso dos grdos por subaparcela (Kg) (Kg/suparcela) em
diferentes linhagens, safra de 2019.
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Os dados de temperatura média e precipitacdo durante a conducdo do experimento em
campo, na segunda safra de 2020, estdo apresentados na Figura 2. Observa-se que a precipitacéo
no més da semeadura, més de marco, foi consideravel e importante para o bom desenvolvimento
inicial das plantas. Nos meses seguintes, a precipitacao foi considerada baixa nos meses de abril
e maio, e nos meses de junho, julho e agosto foi considerada incipiente para o desenvolvimento
da cultura. O periodo de veranico foi coincidente com o florescimento das plantas, meses de
junho e julho, com o volume de chuva baixo, o que influenciou negativamente o
desenvolvimento do sistema reprodutivo das plantas, uma vez que é uma das fases de mais
demanda de 4gua. O mesmo ocorreu na fase de enchimento de grdos, uma vez que as plantas
foram expostas ao déficit hidrico, o que influenciou na producéo de gréos. A temperatura média
ao longo do ciclo da cultura foi de 20 °C e a precipitacdo total foi de 253 mm.

Na segunda safra de 2020, também foram observadas diferencas significativas entre as
linhagens em todas as caracteristicas avaliadas. Para a variavel densidade populacional de
plantas, houve diferencas significativas para florescimento feminino, florescimento masculino,
altura de plantas, altura de insercdo da primeira espiga, peso da espiga, peso dos grdos por
subparcela, nimero de gréos por espiga. Houve interacao significativa entre as linhagens e as
densidades populacionais para as caracteristicas: intervalo de florescimento feminino e
masculino, altura de plantas.

Para o florescimento feminino, maior periodo para emissdo do estilo estigma foi
observado nas linhagens 32 e 24 e menor periodo nas linhagens 91 e 57. J& para o florescimento
masculino, o maior periodo para a antese foi observado na linhagem 32, seguido da linhagem
91, 57 e 24. Tanto para o florescimento masculino quanto para o feminino, maior periodo para
a antese e emissdo dos estilo-estigmas, foi observado na menor densidade populacional, de 60

mil plantas.ha™.
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Figura 7 - Resultados médios de florescimento feminino (dias) (FF) e florescimento masculino
(dias) (FM) em diferentes linhagens, safra 2020.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2023).

Em relagdo ao intervalo entre o florescimento masculino e feminino (IFMF) (TABELA

3), houve interacdo significativa entre linhagens e densidades populacionais. Houve diferenca

significativa para o IFMF em plantas desenvolvidas sob diferentes densidades de plantas apenas

para a linhagem 24, na qual, maior IFMF foi observado quando se utilizou a menor populacéo

de plantas. Foram observados maiores intervalos de florescimento masculino e feminino em

plantas de linhagens classificadas como intolerantes (L57 e L24) e menores intervalos em

linhagens classificadas como tolerantes (L91 e L32), quando cultivadas em uma populacao de

60 mil plantas ha™. Por sua vez, na populagdo de 120 mil plantas ha™* menor intervalo entre o

florescimento masculino e feminino foi observado na linhagem 91, evidenciando maior

sincronismo entre os florescimentos nessa linhagem que é classificada como tolerante ao déficit

hidrico.
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Tabela 3 - Médias do Intervalo entre o florescimento masculino e feminino em dias (IFMF) das
linhagens nas densidades de 60.000 e 120.000 plantas/ha, safra 2020.

Densidade de Populacional L91 L32 L57 L24
60.000 pl/ha 6,5Ab 5,83Ab 11,5Aa 15,33Aa
120.000 pl/ha 4,5Ab 8,17Aab 8,5Aab 11,33Ba

Médias seguidas pela mesma letra mailscula, na coluna, e mindscula, na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2023).

Houve diferenca significativa para APL (TABELA 4) em plantas desenvolvidas sob
diferentes densidades de plantas em todas as linhagens, sendo que a maior altura de plantas foi
observada quando se utilizou a maior densidade populacional, em todas as linhagens avaliadas.
Nas duas densidades populacionais, maior altura de plantas foi observada nas linhagens

classificadas como intolerantes (L57 e L24).

Tabela 4 - Médias da Altura de Plantas em cm (APL) das linhagens nas densidades de 60.000
e 120.000 plantas/ha, safra 2020.

Densidade Populacional L91 L32 L57 L24
60.000 pl/ha 50,23Bb 48,77Bb 64,45Ba 58,3Bab
120.000 pl/ha 59,41Ab 65,65Ab 87,23Aa 85,77Aa

Médias seguidas pela mesma letra maidscula, na coluna, e minudscula, na linha, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2023).

Para a caracteristica altura de insercdo da primeira espiga (AIE) (FIGURA 8), houve
diferenga significativas quando foram utilizadas diferentes densidades de plantas e também
entre as diferentes linhagens. De maneira semelhante a APL, maior altura de insercdo da
primeira espiga foi observada quando se utilizou a maior densidade populacional, 120 mil
plantas.ha™.Sendo que a maior altura de plantas foi observada na linhagem 57, classificada
como intolerante ao déficit hidrico.
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Figura 8 - Resultado médio para a caracteristica Altura de inser¢éo da primeira espiga em cm
(AIE), observadas em diferentes linhagens e densidades de plantas, safra 2020.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2023).

Para as caracteristicas diametro do colmo (DC) e prolificidade (PROL) (FIGURA 9),

observou-se diferencas significativas entre as linhagens. Maiores valores de DC foram

observados em plantas das linhagens classificadas como tolerantes ao déficit hidrico, 91 e 32.

Ja um maior niumero de espigas por planta, prolificidade, foi observado em plantas da linhagem

57, classificada como ndo tolerante ao déficit hidrico.

Figura 9 - Resultado médio para as caracteristicas Diametro do colmo em cm (DC) e
Prolificidade (PROL), em diferentes linhagens e densidades de plantas, safra
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2023).
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Para as caracteristicas, PE, NGE E KG/P, maiores valores foram observados quando se
utilizou a maior populagéo de plantas (FIGURA 10). Em relacéo ao peso da espiga, menor peso
foi na linhagem 24, classificada como intolerante ao déficit hidrico, sendo que nesta mesma
linhagem também foi observado menor nimero de gréos por espiga e menor producéo de gréos
por subparcela. Ressalta-se que a maior producdo de grdos por subparcela foi observada na
linhagem 91, classificada tolerante ao déficit hidrico. Nesta linhagem também foram
observados valores superiores de peso da espiga e numero de grdos por espiga quando

comparado a linhagem 24, classificada como néo tolerante ao déficit hidrico.
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Figura 10 - Resultado médio para as caracteristicas peso da espiga em gramas (PE) e nUmero
de gréos por espiga (NGE) e peso dos grdos por subparcela em kg (KG/P) em
diferentes linhagens e densidades de plantas, safra 2020.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2023).

Com relagdo a caracteristica Stay Green (FIGURA 11), ou senescéncia retardada das

folhas, foi possivel observar que as linhagens classificadas como tolerantes ao déficit hidrico,

91 e 32 mantiveram maior area verde em suas folhas por mais tempo fator importante para

garantir a produtividade de graos.
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Figura 11 - Resultado meédio para o caractere Stay Green (S. Green) em diferentes linhagens,
safra 2020.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2023).

4 DISCUSSAO

Ao comparar os valores de precipitacdo durante o ciclo da cultura na safra 2019 e safra
2020, observou-se que em 2020 a flutuacdo da precipitacdo foi maior (FIGURAS 1 e 2). Nesse
ano, ocorreu um curto periodo com alta precipitacdo no inicio do ciclo da cultura, seguido de
periodos longos com precipitacdo minima ou sem precipitacdo. Esse fato influenciou
consideravelmente os resultados das caracteristicas agrondmicas e, consequentemente, na
producdo de graos.

Ao analisar os resultados referentes aos florescimentos masculino e feminino, foi
observado que na safra de 2019, maior nimero de dias para o florescimento feminino foi
observado em plantas das linhagens 57 e 24, na maior populacéo de plantas 120 mil plantas por
hal. Essa populagdo foi utilizada para simular a deficiéncia hidrica, conforme proposto por
Abreu et al. (2017) e Pereira et al. (2014). Nestas linhagens classificadas como ndo tolerantes,
e nesta populagdo de plantas, houve retardamento da emisséo do estilo estigma. Na safra de
2020 nas linhagens 32 e 24, maior numero de dias para emissdo do estilo estigma foi observado
quando cultivadas na menor populagio de plantas 60 mil plantas por ha™. No que se refere ao
florescimento masculino, maior nimero de dias para antese foi observado em plantas das
linhagens 91 e 57, na safra de 2019 e na linhagem 32 na safrinha de 2020. O periodo de

florescimento estd relacionado com o ciclo dos materiais genéticos que podem ser
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superprecoces, precoces e normais. Dentre as linhagens avaliadas, as linhagens 91 e 32 sdo
classificadas como normais, as linhagens 63 e 57 como precoces, e a linhagem 24 como
superprecoce, 0 que justifica os resultados obtidos para os florescimentos feminino e masculino
(ABREU, 2016).

No entanto, embora o periodo de florescimento esteja ligado ao ciclo da linhagem, o
desenvolvimento das plantas de milho é prejudicado quando as plantas passam por periodos de
déficit hidrico. Assim, em condicdes de déficit hidrico, o florescimento feminino pode ser
atrasado, causando dessincronismo, e ainda o ciclo da cultura ser alterado, muitas vezes ocorre
a reducdo do ciclo. Além disso, a falta de agua pode causar alteracBes em relacdo ao
sincronismo e entraves na etapa de fertilizacdo dos 6vulos (GUIMARAES; GUIMARAES;
GUIMARAES, 2018). Nas duas safras, para a linhagem 24 classificada como n&o tolerante ao
déficit hidrico, foi observado maior periodo para emissdo do estilo estigma. Vilela (2019),
também observou maior nimero de dias para emissdo do estilo e estigma e para a antese na
linhagem 24. Sob condicGes de deficiéncia hidrica tem sido observado o retardamento da
emissdo de estilo-estigma (SAH et al., 2020).

Em relacdo ao intervalo entre o florescimento masculino e feminino, nas duas safras,
2019 e 2020, maior intervalo foi observado nas linhagens classificadas como néo tolerantes ao
déficit hidrico, 24 e 57, evidenciando falta de sincronismo entre os florescimentos uma vez que
em condi¢des de déficit hidrico pode ocorrer um atraso na emisséo do estilo estigma, o que leva
ao dessincronismo. Quanto maior o intervalo entre o florescimento masculino e feminino, maior
a probabilidade de os gréos de pdlen serem liberados antes da emissdo do estilo estigma, o que
inviabiliza a fertilizacdo dos 6vulos e, consequentemente, a formacao dos graos. Maior tempo
entre a antese e a emissao do estilo estigma tem sido observado em genétipos ndo tolerantes ao
déficit hidrico (ABREU, 2013, VILELA, 2019; SAH et al., 2020). Sob condig¢des de déficit
hidrico, observa-se aumento significativo do intervalo entre o florescimento masculino e
feminino (ZHAO et al., 2018) e correlagdo negativa do IFMF com a produtividade de graos
(SOUSA et al., 2018). O aumento do IFMF, resulta na maior parte dos casos, em plantas
estéreis e com poucos graos na espiga (ARAUS et al., 2012). E desejavel menor intervalo entre
o florescimento feminino e o masculino em condic¢des de déficit hidrico, o que pode indicar
maior adaptacdo ao estresse, ou seja, genotipos tolerantes que garantem a produtividade de
gréos em condi¢Oes adversas (ZAIDI et al., 2008; SOUZA et al., 2018).

Ressalta-se que, na safra de 2020, na qual a semeadura foi realizada em margo, o nimero
de dias para o florescimento feminino aumentou quando comparado ao observado na safra de

2019. Isto pode ser explicado pelo fato de as condicOes edafoclimaticas nas quais as plantas
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foram desenvolvidas na safra de 2020, terem sido diferentes das da safra de 2019. Ressalta-se
que, em 2020, a semeadura foi realizada em marco e que o desenvolvimento das plantas
coincidiu com maior déficit hidrico e menores temperaturas, o que contribuiu para 0 aumento
do ciclo das linhagens.

Nas linhagens classificadas como tolerantes ao déficit hidrico, 91, 63, 32, ndo se
observou diferencas entre os florescimentos masculino, antese, e feminino, emisséo do estilos-
estigma. O que pode ser explicado pelos mecanismos de resisténcia, ja que em resposta a
condicdo de déficit hidrico, as plantas possuem mecanismos de resisténcia, que sdo conhecidos
como escape, prevencdo e tolerancia. Na categoria escape, a planta reduz o ciclo de vida,
completando-o antes que o déficit hidrico cause danos fisiol6gicos. Na prevencéo, a planta
retarda a desidratacdo, por meio do fechamento estomatico. J& na categoria tolerancia, a planta
consegue manter seu metabolismo mesmo em condi¢des de baixo potencial hidrico, e ainda
consegue recuperar-se apos o estresse (BARNABAS; JAGER; FEHER, 2008).

Ressalta-se que o IFMF pode ser uma boa caracteristica para ser utilizada no
melhoramento para tolerancia ao déficit hidrico. Santos et al. (2020), classificaram o intervalo
entre o florescimento masculino e feminino como util para a selecdo precoce em situacdes de
déficit hidrico.

As maiores alturas de plantas (APL) e alturas de insercdo da primeira espiga (AIE), nas
duas safras, foram observados em plantas desenvolvidas na maior populagéo de plantas, 120
mil plantas ha™. Maior APL foi observada nas plantas das linhagens 57 e 24, classificadas como
ndo tolerantes ao déficit hidrico. Maior AIE foi observada nas plantas da linhagem 91, na
safrinha de 2019 e na linhagem 57 na safrinha de 2020. Ferreira et al. (2015); Vilela (2019),
também verificaram aumento na altura de plantas quando essas foram desenvolvidas em altas
densidades de plantas.

Ressalta-se que, algumas modificacdes morfofisiologicas séo feitas pelas plantas, o que
permite que consigam produzir mesmo em condic¢des de déficit hidrico, dentre elas ressalta-se
0 menor crescimento das plantas. A caracteristica de porte de planta baixo esta entre as
caracteristicas consideradas nos programas de melhoramento de plantas como ideais para um
idedtipo de milho tolerante (XOCONOSTLE-CAZARES et al., 2010; RIBAUT et al., 2009).
Nesse trabalho, nas duas safras, foi possivel observar menor crescimento das plantas das
linhagens consideradas tolerantes ao déficit hidrico, linhagens 91, 32 e 63.

Em relacdo ao diametro do colmo, na safra 2019, menor didametro dos colmos foi
observado em plantas desenvolvidas sob maior densidade de plantas. Ja na safra 2020, o maior

diametro do colmo foi observado em plantas das linhagens 91 e 32, classificadas como
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tolerantes ao déficit hidrico. Em condi¢6es de seca, Hussain et al. (2019), observaram redugéo
significativa do diametro do colmo das plantas, o que pode facilitar a quebra do colmo.

A maior populacdo de plantas por hectare, ou seja, maior nimero de plantas por hectare
estimula modificacbes no desenvolvimento da planta, causando a elongacéo dos entrends, a
producéo de caules mais longos e de menor diametro, elevando a dominancia apical e altura de
insercdo de espigas (ALMEIDA et al., 2000; PEREIRA et al., 2017). Essas modificagdes foram
observadas na linhagem 57 e 24, classificadas como néo tolerantes ao déficit hidrico. Nessas
linhagens foi possivel observar maior desenvolvimento em altura e no caso da linhagem 24 um
menor didmetro do colmo. Maior altura de plantas e de insercdo da espiga e menor didmetro do
colmo ndo é desejavel devido a maior possibilidade de quebra do colmo. Nesse sentido, as
linhagens tolerantes, 91, 63 e 32 possuem vantagem adaptativa a essas condi¢oes.

A avaliacdo das caracteristicas numero de fileiras de gréos por espiga (NF) e peso de
100 gréos foi realizada apenas na safra 2019. Maiores NF e P100 foram observados na linhagem
63, classificada como tolerante ao déficit hidrico. Esses resultados sdo importantes e explicam
a manutencdo da alta producéo de grdos mesmo em condicgdes de déficit hidrico, caracteristica
desejavel para gendtipos tolerantes a essas condicdes. Sah et al. (2020), observaram reducao do
namero de fileiras por espigas em condi¢des de déficit hidrico em linhagens néo tolerantes ao
déficit hidrico. O menor nimero de fileiras por espiga reflete o desenvolvimento das plantas,
podendo contribuir para uma menor producdo em condicdo de estresse. Essas avaliages ndo
foram realizadas na safrinha de 2020 devido ao baixo nimero de graos presente nas espigas,
resultado do ndo sincronismo do florescimento e também da auséncia de chuvas em grande
parte do ciclo da cultura nesse ano.

Para a caracteristica de prolificidade (PROL), ou seja, numero de espigas por planta,
houve resultados significativos na safra de 2020, na qual foi observado maior nimero de espigas
em plantas da linhagem 57. Sah et al. (2020) observaram reducdo do nimero de espigas por
planta tanto em linhagens tolerantes como em linhagens néo tolerantes, quando desenvolvidas
em condigdes de déficit hidrico.

Houve variagdo no comprimento da espiga (CE) somente na safra 2019, na qual maior
CE foi observado nas espigas das plantas da linhagem 57. As plantas da linhagem 57 séo
maiores em altura e, em consequéncia disso, também apresentaram maior desenvolvimento das
espigas em tamanho. Da mesma maneira que na caracteristica prolificidade, Sah et al. (2020),
observaram reducdo do comprimento da espiga tanto em linhagens tolerantes como em né&o

tolerantes, quando desenvolvidas em condic¢des de déficit hidrico. Menores tamanhos da espiga
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foram observados por Silva et al. (2021), quando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico
na fase de polinizacdo.

Com relacéo as avaliagdes de nimero de graos por espiga (NGE), os resultados so foram
significativos na safra 2020, na qual maior nimero de gréos por espiga foi observado quando
as plantas foram desenvolvidas na maior populacéo de plantas, 120 mil plantas ha™. Menores
valores de NGE foram observados em espigas da linhagem 24, classificadas como néo
tolerantes ao déficit hidrico. Silva et al. (2021), observaram varia¢cdes do nimero de graos por
espiga quando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico nas fases de pendoamento e
floracdo, o que interfere na formagao das espigas.

A caracteristica peso da espiga (PE) sé foi avaliada na safra 2020. Foram observados
maiores pesos da espiga quando estas foram desenvolvidas na maior densidade de plantas, 120
mil plantas.ha™*. O menor peso da espiga foi observado na linhagem 24, classificada como nio
tolerante, e o maior peso foi observado na linhagem 91, classificada como tolerante ao déficit
hidrico. Esse resultado, juntamente com o nimero de graos por espiga explicaa menor producéao
de grdos da linhagem 24. Zhao et al. (2018), observaram que, sob condicdes de estresse hidrico,
houve reducdo significativa do peso das espigas.

As caracteristicas nimero de graos por espiga e peso da espiga tém correla¢do positiva
com a produtividade de grdos, que é muito importante para a selecdo de geno6tipos tolerantes.
No entanto, a produtividade de grdos é menos instavel e tem menor herdabilidade que essas
caracteristicas. Sendo assim, 0 NGE e o PE influenciam na selecdo de gendtipos tolerantes e
devem ser utilizados em conjunto com outras caracteristicas na selecdo, pois sdo mais estaveis
que a produvitividade de gréos e podem melhorar a resposta de sele¢do de gendtipos de milho
em condi¢des de déficit hidrico (SOUSA et al., 2018).

Com relagdo ao peso dos grédos por subparcela (KG/SP), maior producéo de graos foi
observada nas linhagens tolerantes nos dois anos agricolas avaliados. Na safrinha de 2019,
maior producdo foi observada nas linhagens 91 e 63, classificadas como tolerantes. E na
safrinha de 2020 maior producéo de graos foi observada quando se utilizou a maior densidade
de plantas. Ao comparar as linhagens, maior producédo de graos foi observada na linhagem 91,
classificada como tolerante ao déficit hidrico e menor producéo foi observada na linhagem 24,
classificada como nédo tolerante. Neste trabalho e também no de Abreu (2013), avaliando
linhagens quanto a toleréncia ao deéficit hidrico, também se observou que a linhagem 91 foi
tolerante ao déficit hidrico e apresentou maior produtividade.

Foi observado na linhagem 24, menores valores de nimero de grdos por espiga e

também peso da espiga, além de maior intervalo entre o florescimento masculino e feminino, o
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que refletiu diretamente na menor produtividade dessa linhagem, uma vez que ha correlagéo
positiva entre o0 nimero de graos por espiga e 0 peso da espiga com a produtividade de gréos
(SOUSA et al., 2018), e o maior intervalo entre os florescimentos masculinos e feminino que
podem levar a esterilidade das plantas ou a plantas com poucos gréos por espiga (ARAUS et
al., 2012). Alem disso, déficit hidrico na fase de florescimento tem como consequéncia reducao
na produtividade (SILVA et al., 2021).

A produtividade de grdos € a caracteristica de maior interesse para 0s agricultores, ja
gue é o que garante retorno financeiro. Sendo assim, genotipos tolerantes ao déficit hidrico,
devem possuir maior produtividade que o genétipo néo tolerante em diferentes ambientes com
déficit hidrico. Para a linhagem 91, classificada como tolerante ao déficit hidrico, foi observada
maior producdo de graos nas duas safras, que foram realizadas em diferentes anos agricolas,
2019 e 2020, e que tiveram durante o ciclo de condi¢des edafoclimaticas diferentes, sendo que
no ano de 2020 houve condicdes de déficit hidrico mais severas. Sendo assim, a linhagem 91
se mostra promissora quanto a tolerancia ao déficit hidrico, uma vez que o gendtipo ideal deve
apresentar alta produtividade de grdos sob diferentes condi¢bes e niveis de estresse
(FRITSCHE-NETO; BOREM, 2022).

Para a avaliacdo de Stay Green (SG), ou seja, senescéncia retardada das folhas, que foi
avaliada somente na safrinha de 2020, as plantas das linhagens tolerantes, 91 e 32,
permaneceram verdes por mais tempo e, em contrapartida, as linhagens nédo tolerantes
comecaram o processo de senescéncia das folhas mais rapido. Sah et al. (2020), também
observaram que as plantas dos gendtipos tolerantes permanecem verdes por mais tempo. Em
hibridos com stay green acentuado, houve alta produtividade de gréos, sendo assim, o SG pode
ser considerado um bom indicador agronémico encontrado em cultivares tolerantes ao déficit
hidrico. Assim, genotipos que possuem senescéncia retardada das folhas possuem maior
tolerancia ao déficit hidrico, ja que plantas verdes nas fases finais de desenvolvimento, fase de
enchimento de gréos, permite que a planta consiga continuar fornecendo fotoassimililados
nesse periodo (BERNINI et al., 2020).
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5 CONCLUSOES

As caracteristicas agrondmicas, altura de plantas, altura de inser¢do da primeira espiga

e intervalo entre os florescimentos masculino e feminino, avaliadas em maior densidade de
plantas, sdo eficientes para a sele¢do quanto a tolerancia ao déficit hidrico.

As caracteristicas de stay green, produtividade de grdos sdo importantes para a selecéo

de gendtipos de milho quanto a tolerancia ao déficit hidrico.



47

REFERENCIAS

ABREU, V.M. et al. Combining ability and heterosis of maize genotypes under water stress
during seed germination and seedling emergence. Crop Science, [S.l.], v. 59, n. 1, p. 33-43,
2018.

ABREU, V.M. et al. Indirect selection for drought tolerance in maize through agronomic and
seeds traits. Revista Brasileira de Milho e Sorgo, [S.l.], v. 16, n. 2, p. 287-296, 2017.

ABREU, V.M. Analise dialélica e estratégias para a selecao de gendétipos de milho
submetidos ao estresse hidrico nas fases de germinacao e emergéncia de plantulas. 2016.
138 p. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
2016.

. Selecdo indireta para tolerancia a seca em milho por meio de caracteristicas
agrondmicas e de sementes. 2013. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia), Universidade
Federal de Lavras, Lavras, 2013

ALMEIDA, M.L. et al. Incremento na densidade de plantas: uma alternativa para aumentar o
rendimento de gréos de milho em regides de curta estagéo estival de crescimento. Ciéncia
Rural, [S.1.], v. 30, n. 1, p. 23-29, 2000.

ARAUS, J.L.; SANCHEZ, C.; EDMEADES G.O. Phenotyping maize for adaptation to
drought. In: MONNEVEUX, P.; RIBAUT, J.M. (Eds.). Drought phenotyping in crops:
from theory to practice CGIAR Generation Challenge Program, 2011. p. 263-83.

. Phenotyping maize for adaptation to drought. Frontiers in Physiology, [S.l.], v. 3, n.
1, p. 1-20, 2012.

BANZIGER, M. et al. Breeding for Drought and Nitrogen Stress Tolerance in Maize:
From Theory to Practice. Mexico, D.F.: CIMMYT, 2000.

BARNABAS, B.; JAGER, K.; FEHER, A. The effect of drought and heat stress on
reproductive processes in cereals. Plant, Cell and Environment, Oxford, England, v. 31, n.
1, p. 11-38, 2008.

BECK, D. et al. Progresso no desenvolvimento de tolerancia a seca e nitrogénio baixo do solo
na cultura do milho. In: CONFERENCIA ANUAL DE MILHO E SORGO PESQUISA, 51,
1996. Chicago. Anais [...]. Chicago: Semente Americana da Associagdo Comercial, 1996. p.
85-111.

BERNINI, C.S. et al. Selecao fenotipica de hibridos de milho para ambientes de baixa altitude
e déficit hidrico. Nativa, [S.1.], v. 8, n. 2, p. 172-177, 2020.

BLUM, A. Plant breeding for water-limited environments. Tel Aviv: Springer, 2011. 270
p.



48

BOLANOS, J.; EDMEADES, G.O. The importance of anthesis-silking interval in breeding
for drought tolerance in tropical maize. In: Proceeding of A Symposium, 1996, El Batan.
Developing Drought and Low N-Tolerant Maize: Proceedings [...]. Mexico: CIMMYT,
1997. p. 355- 368.

CALONEGO, J.C. et al. Produtividade e crescimento de milho em diferentes arranjos de
plantas. Agrarian, [S..], v. 4, n. 12, p. 84-90, 2011.

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento de safra brasileira:
grdos, 2022/23 — Quarto levantamento v. 10 - SAFRA 2022/23- n. 2, janeiro de 2023.
Disponivel em: https://www.conab.gov.br/info-agro/safras. Acesso em: 26 jan. 2023.

CORREA, R.G. Direcdes de semeadura, densidade de plantas e variacées na dosagem de
sementes na produtividade do milho. 2018. 56 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia,
Ciéncia do Solo) - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal, SP, 2018.

COSTA, E.F.N. et al. Heranca da senescéncia retardada em milho. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, Brasilia, v. 43, n. 2, p. 207-213, 2008.

DARYANTO, S.; WANG, L.; JACINTHE, P. Global synthesis of drought effects on maize
and wheat production. Plos One, [S.1.], v. 11, n. 5, p. 1-15, 2016.

EDMEADES, G.O. et al. The role and regulation of the anthesis-silking interval in
maize. Physiology and modeling kernel set in maize, [S.1.], v. 29, p. 43-73, 2000.

EL-SABAGH, A. et al. Response of maize hybrids to drought tolerance in relation to grain
weight. Fresenius Environmental Bulletin, [S.1.], v. 27, n. 4, p. 2476-2482, 2018.

FERREIRA, E.B.; CAVALCANTI, P.P.; NOGUEIRA, D.A. ExpDes: an R package for
ANOVA and experimental designs. Applied Mathematics, [S.I.], v. 5, n. 19, p. 1-6, 2014.

FERREIRA, J.P. et al. Caracteristicas agronémicas do milho sob arranjos espaciais e
densidades de plantas em regido de cerrado. Cultura Agronémica. Revista de Ciéncias
Agrondmicas, [S.1.], v. 24, n. 1, p. 27-44, 2015.

FISCHER, K.S.; et al. Phenotyping rice for adaptation to drought. In. MONNEVEUX, P.
RIBAUT, J.M. (Eds). Drought phenotyping in crops: from theory to practice: CGIAR
Generation Challenge Programme, 2011. p. 213-244.

FRITSCHE-NETO, R.; BOREM, A. Melhoramento de plantas para estresses abiéticos.
Vigosa: UFV, 2022. 312p.

GUIMARAES, F.F.M.; GUIMARAES, C.T.; GUIMARAES, L.J.M. Caracterizacio
agrondmica de linhagens tropicais de milho cultivadas sob baixa disponibilidade de fésforo
no solo. Revista Brasileira de Ciéncias da Vida, [S.1.], v. 6, n. especial, p. 1-5, 2018.



49

GUIMARAES, P.S.; ROCHA, D.S.; PATERNIANI, M.E.A.G.Z. Conteudo de carboidrato
foliar em hibridos de milho submetidos a restricao hidrica. Evidencia, [S.l.], v. 19, n. 2, p. 93-
112, 2019.

HUSSAIN, H.A. et al. Interactive effects of drought and heat stresses on morpho-
physiological attributes, yield, nutrient uptake and oxidative status in maize
hybrids. Scientific Reports, [S.l.], v. 9, n. 1, p. 1-12, 20109.

INMET. Instituto Nacional de Metereologia. BDMEP- Banco de Dados Meteoroldgicos
para Ensino e Pesquisa. 2019.

BDMEP- Banco de Dados Meteoroldgicos para Ensino e Pesquisa. 2020.

KANTE, M. et al. Stay-green QTLs in temperate elite maize. Euphytica, [S.l.], v. 207, n. 2,
p. 463-473, 2016.

KIST, B.B. et al. Anuario brasileiro do milho 2019. Santa Cruz do Sul: Gazeta Santa Cruz,
2019. 72 p.

KONDWAKWENDA, A. et al. Aspects in breeding maize for drought tolerance: Progress
and modern breeding approaches. Australian Journal of Crop Science, [S.I.], v. 15, n .4, p.
510-517, 2021.

LUCHE, H.D.S. et al. Stay-green: a potentiality in plant breeding. Ciéncia Rural, [S.1.], v.
45, n. 10, p. 1755-1760, 2015.

MELO, A.V. et al. Desempenho agrondémico de genotipos de milho submetidos ao estresse
hidrico no sul do estado do Tocantins. Revista Brasileira de Milho e Sorgo, [S.I.], v. 17, n.
2,p. 177-189, 2018.

MONNEVEUX, P.; RIBAUT, J.M. Secondary traits for drought tolerance improvement in
cereals. In: Drought Tolerance in Cereals. RIBAUT, J.M. (Ed). Binghamtown, NY, USA:
The Haworth Press Inc, 2006. p. 97-143.

NAVRATIL, R.J.; BURRIS, J.S. Small-scale dryer designer. Agronomy Journal, [S.].], v.
74,n. 1, p. 159-161, 1982.

PATERNIANI, M.E.A.G.Z. et al. Estratégias de melhoramento para tolerancia a seca em
germoplasma de milho tropical. Singular Meio Ambiente e Agrarias, [S.I.], v. 1,n. 1, p. 19-
24, 2019.

PEIGADO, L. et al. Structural and biochemical mechanism responsible for the stay-green
phenotype in common wheat. Chinese Science Bulletin, [S.l.], v. 51, n. 21, p. 2595-2603,
2006.

PENARIOL, F.G. et al. Comportamento de cultivares de milho semeadas em diferentes
espacamentos entre linhas e densidades populacionais, na safrinha. Revista Brasileira de
Milho e Sorgo, [S.1.], v. 2, n. 2, p. 52-60, 2003.



50

PEREIRA, L.B. et al. Caracteristicas agrondmicas da planta e produtividade da silagem e
gréos de milho submetido a diferentes arranjos populacionais Magistra, [S.l.], Cruz das
Almas, BA, v. 29, n. 1 p. 18-27, 2017.

PEREIRA, L.P.L. Aspectos morfofisioldgicos e agronémicos de plantas de milho em
diferentes populacdes de plantas e direcionamentos de plantio. 2014, 74 p. Disserta¢ao
(Mestrado em Fitotecnia) - Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, 2014.

RIBAUT, J.M. et al. Drought tolerance in maize. In: Handbook of maize: its biology. New
York: Springer, 2009. p. 311-344.

SAH, R.P. et al. Impact of water deficit stress in maize: Phenology and yield
components. Scientific Reports, [S.l.], v. 10, n. 1, p. 1-15, 2020.

SANGOI, L.; SALVADOR, R.J. Performance agronémica de gendtipos de milho macho-
estéril e fértil em duas populacdes de plantas. Ciéncia Rural, [S.1.], v. 26, n. 3, p. 377-
388,1996.

SANTOS, A.O. et al. Grain yield, anthesis-silking interval and drought tolerance indices of
tropical maize hybrids. Crop Breeding and Applied Biotechonology, [S.I.], v. 20, n. 1, p. 1-
9, 2020.

SILVA, S. et al. Parametros produtivos do milho sob déficit hidrico em diferentes fases
fenoldgicas no semiarido brasileiro. IRRIGA, v. 1, n. 1, p. 30-41, 2021.

SIMAO, E.P. et al. Demanda de nutrientes pelo milho safrinha em funcéo da época de
semeadura e adubacdo. Embrapa Milho e Sorgo. Artigo em periddico indexado (ALICE),
2017.

SOUSA, R.S. et al. Identification of drought-tolerant corn genotypes by multivariate
analysis. Pesquisa Agropecuaria Tropical, [S.1.], v. 48, n. 3, p. 204-211, 2018.

TIAN, F.X. et al. Improved drought resistance in a wheat stay green mutant tasglunder field
conditions. Biologia Plantarum, [S.I.], v. 56, n. 3, p. 509-515, 2012.

TOBAR-TOSSE, D.E. et al. Caracterizacdo de gendtipos de soja-hortalica por analise de
componentes principais. Ciéncia Rural, [S.l.], v. 45, n. 7, p. 1214-1219, 2015.

TUBEROSA, R. Phenotyping for drought tolerance of crops in the genomics era. Frontiers
in Physiology, [S.I.], v. 3, n. 1, p. 1-26, 2012.

VILELA, D.R. Caracteristicas agronémicas e expressao de enzimas relacionadas a
tolerancia ao déficit hidrico em linhagens de milho. 2019. 51 p. Dissertagdo (Mestrado em
Agronomia/Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2019.

XOCONOSTLE-CAZARES, B. et al. Drought tolerance in crop plants. American Journal
of Plant Physiology, [S.l.], v. 5, n. 5, p. 241-256, 2010.



51

ZAFAR, S.A. et al. Heat shock induced morpho-physiological response in indica rice (Oryza
sativa L.) at early seedling stage. Pakistan Journal of Botany, [S.l.], v. 49, n. 2, p. 453-463,
2017.

ZAIDI, P.H. et al. Relationship between drought and excess moisture tolerance in tropical
corn (Zea mays L.). Australian Journal of Crop Science, [S.l.], v. 1, n. 3, p. 78-96, 2008.
ZHAO, X.Q. et al. Identification of QTLs and meta-QTLs for seven agronomic traits in
multiple maize populations under well-watered and water-stressed conditions. Crop Science,
[S.1.], v. 58, n. 1, p. 507-520, 2018.



52

CAPITULO 3 GENES CANDIDATOS ASSOCIADOS A TOLERANCIA AO DEFICIT
HIDRICO EM DIFERENTES TECIDOS DE PLANTAS DE
LINHAGENS DE MILHO

RESUMO

A tolerancia ao déficit hidrico envolve mecanismos complexos de respostas das plantas,
que englobam um grande ndmero de genes, alem de serem influenciados por interaces
genéticas e ambientais. Assim, o entendimento da base molecular da tolerancia ao déficit
hidrico pode auxiliar os melhoristas nos processos de selecéo, visando o desenvolvimento de
plantas tolerantes. A avaliacdo da expressdo de genes associados a respostas das plantas ao
déficit hidrico, torna-se uma ferramenta importante em programas de melhoramento de plantas.
Obijetivou-se avaliar a expressao de genes candidatos associados a tolerancia ao déficit hidrico
em diferentes tecidos de plantas de linhagens de milho, pela técnica de qRT-PCR, em diferentes
tecidos de plantas das linhagens de milho. A partir dos resultados obtidos em avaliacdes
agrondmicas para esta caracteristica, foram selecionadas duas linhagens contrastantes quanto a
tolerancia ao déficit hidrico, L91-T (tolerante) e L24-NT (ndo tolerante), cujas plantas foram
desenvolvidas em duas densidades populacionais, 60 e 120 mil plantas por hectare. Aos 101
dias ap6s a semeadura, no estadio R1, foram coletadas folhas, colmos e raizes adventicias. Esses
tecidos foram utilizados para avaliar a expressdo de quatro genes associados a tolerancia ao
déficit hidrico: ZmDREB2A/2.1S, ZmPP2C, CAT3 e SOD, pela técnica de gRT-PCR. Foi
possivel observar expressdo diferencial dos genes nos diferentes gendtipos, tecidos e
densidades populacionais. Maior expressdao do gene ZmDREB2A/2.1S foi observada na
linhagem tolerante, L91-T. J& para do gene ZmPP2C, maior expressdo foi observada na
linhagem né&o tolerante, L24-NT. Para estes genes, de maneira geral, maior expressdo foi
observada em folhas e na densidade de 120 mil plantas.ha™. De maneira geral, para os genes
relacionados ao sistema antioxidante, a exemplos de SOD e CAT3, maior expressdo foi
observada na linhagem ndo tolerante, L24-NT. Em folhas e colmos de plantas desenvolvidas
nas duas densidades populacionais maior expressdo foi observada para SOD, em folhas de
plantas desenvolvidas na densidade de 120 mil plantas.ha™ maior expressdo foi observada para
0 gene CAT3. Assim, 0s genes ZmDREB2A/2.1S e ZmPP2C sé&o potenciais candidatos para a
selecdo de plantas de milho com tolerancia ao déficit hidrico.

Palavras-chave: gRT-PCR. Fatores de Transcri¢do. Antioxidantes.
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ABSTRACT

Tolerance to water deficit involves complex plant response mechanisms, which
encompass a large number of genes, in addition to being influenced by genetic and
environmental interactions. Thus, understanding the molecular basis of water deficit tolerance
can help breeders in selection processes aimed at developing tolerant plants. The evaluation of
the expression of genes associated with plant responses to water deficit becomes an important
tool in plant breeding programs. The objective was to evaluate the expression of genes
associated with tolerance to water stress, using the gRT-PCR technique, in different plant
tissues of maize lines. Based on the results obtained in agronomic evaluations for this
characteristic, two contrasting lines were selected regarding tolerance to water deficit, L91-T
(tolerant) and L24-NT (non-tolerant), whose plants were developed in two population densities,
60 and 120 thousand plants per hectare. At 101 days after sowing, at the R1 stage, leaves, stems
and adventitious roots were collected. These tissues were used to evaluate the expression of
four genes associated with water deficit tolerance: ZmMDREB2A/2.1S, ZmPP2C, CAT3 and
SOD, using the gRT-PCR technique. It was possible to observe differential gene expression in
different genotypes, tissues, and population densities. Higher expression of the
ZmDREB2A/2.1S gene was observed in the tolerant strain, L91-T. As for the ZmPP2C gene,
higher expression was observed in the non-tolerant strain, L24-NT. For these genes, in general,
higher expression was observed in leaves and in the density of 120 thousand plants.ha-1. In
general, for genes related to the antioxidant system, such as SOD and CAT3, higher expression
was observed in the non-tolerant strain, L24-NT. In leaves and stems of plants developed at the
two population densities, higher expression was observed for SOD, in leaves of plants
developed at the density of 120,000 plants.ha-1, higher expression was observed for the CAT3
gene. Thus, the genes ZMDREB2A/2.1S and ZmPP2C are potential candidates for the selection
of maize plants with tolerance to water deficit.

Keywords: gRT-PCR. Transcription Factors. Antioxidants
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1 INTRODUCAO

Os mecanismos de respostas das plantas ao déficit hidrico sdo complexos, envolvem um
grande numero de genes e sdo influenciados por diversas interacbes genéticas e ambientais
(VERMA,; DEEPTI, 2016). Assim, a utilizacdo de ferramentas como a expressao de genes é
muito importante na selecdo de genotipos com tolerancia ao déficit hidrico (ROY; TUCKER,;
TESTER, 2011). Nesse sentido, o entendimento da base molecular da tolerancia ao deéficit
hidrico, a identificacdo dos mecanismos de respostas e dos genes, podem ser utilizados para
auxiliar os melhoristas para o desenvolvimento de plantas com maior tolerancia a esse estresse
abiotico.

A expressdo de genes, a qual esta relacionada a resposta das plantas sob déficit hidrico
varia com a duracdo, severidade e constancia do estresse, 6rgdo ou tecido afetado, estadio
fenoldgico e com o gendtipo (FRITSCHE-NETO; DOVALE; CAVATTE, 2011). Assim, 0
entendimento dos mecanismos de resposta das plantas é importante para a avaliacdo de
transcritos relacionados a tolerancia ao déficit hidrico. A expressao destes genes influencia em
modificacOes estruturais e funcionais em tecidos e 6rgdos de plantas, envolvendo modificagdes
fenotipicas e alteracdes em niveis moleculares e celulares (PEREZ-ALFOCEA et al., 2011).

Alguns estudos tém sido realizados e um grande numero de genes associados a resposta
ao déficit hidrico ja foram identificados, porém, o mecanismo de tolerancia ainda nao é
totalmente compreendido (TEJEDA, 2019). Apesar dos desafios enfrentados, em trabalhos
relacionados a tolerancia ao déficit hidrico tém sido avaliados os caracteres agrondmicos para
essa caracteristica (SANTOS et al., 2021), modificaces fisioldgicas e do sistema antioxidante
das plantas (MORAIS et al., 2020; TEJEDA, 2019) e ainda a expressdo de genes por meio da
analise transcriptdmica (VON PINHO, 2021).

Esses genes podem ser divididos em dois grupos. O primeiro se refere aos genes que
codificam proteinas envolvidas em vias de transdugéo de sinais, e como exemplo podem ser
citados os fatores de transcri¢do das familias bZIP, a exemplo do gene ZmBZIP72 e da familia
AP2/ERF que incluem os genes ZmDREBle ZmDREB 2 (LENG; ZHAO, 2020). O segundo
grupo esta relacionado a codificacdo de proteinas que atuam como receptoras de moléculas
oxidantes, como Superoxido dismutase, Catalase, Glutationa peroxidase (WElI et al., 2022).

Em condicbes de déficit hidrico, ocorre uma sequéncia de alteragBes nos tecidos
vegetais, a primeira é o aumento da producgdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), seguida

do aumento da expressao de genes com fungdes antioxidantes, que leva ao aumento nos niveis
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dos sistemas antioxidantes e também ao aumento da capacidade de eliminacdo de EROS, o que
confere a capacidade de tolerancia (MANO, 2002).

As EROS sédo formas reduzidas ou ativadas de oxigénio atmosférico (O2), como o
peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH) (CHOUDHURY et al., 2017), que
sdo produzidas em condicdo de estresse e podem causar danos oxidativos nos componentes
celulares como lipidios, proteinas e acidos nucleicos, quando os niveis de EROS sdo maiores
que a capacidade de defesa dos mecanismos antioxidantes. Sdo consideradas também moléculas
sinalizadoras e responsaveis por controlar respostas aos estresses como o déficit hidrico.

Para combater as EROS, as plantas desenvolveram um sistema antioxidante que inclui
um sistema enzimatico, a exemplo das enzimas superoxido dismutase, catalase e as peroxidases
e um sistema ndo enziméatico que envolve por exemplo as flavononas, antocianinas,
carotenodides e acido ascérbico (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014; AHMAD et al., 2017).
Assim, a avaliagdo da expressédo de genes que codificam enzimas antioxidantes tem sido
utilizada em programas de melhoramento de plantas em condic6es de déficit hidrico, j& que na
maioria dos casos, plantas com sistema antioxidade mais eficiente tendem a ser mais tolerantes
ao déficit hidrico.

Dentre as enzimas envolvidas na protecdo oxidativa contra as EROs destacam-se a
Superéxido dismutase (SOD) e a Catalase (CAT). A primeira é considerada a primeira linha de
defesa contra a EROs, e desempenha um papel essencial na dissociacdo das moléculas de O,
superoxido, formando H>O. E O,. A segunda participa da neutralizagdo de oxidantes,
convertendo H202em H>O e O (DALL'ASTA, 2013).

Outra categoria de genes que também tém sido estudadas sdo as que codificam proteinas
envolvidas em vias de transducdo de sinais, a exemplo do gene DREB, que codifica para uma
proteina regulatéria, a proteina DREB, proteinas de ligacdo de elementos responsivos a
desidratacdo, que é um fator de transcricdo. Os genes DREBs tém sido utilizados para o
desenvolvimento de plantas transgénicas devido a sua importancia quanto a toleréncia a
deficiéncia hidrica (ZHANG et al., 2022).

Esses genes que codificam fatores de transcri¢do, estdo envolvidos na transdugéo de
sinal em resposta as condicOes de estresse e sdo ativados nos estagios iniciais de regulacéo
génica, correspondem ao inicio dos eventos moleculares contra a desidratagdo celular.
Codificam proteinas reguladoras que induzem sinais em cascata que envolvem proteinas
funcionais e estruturais ativando genes relacionados ao déficit hidrico (NEPOMUCENO et al.,
2000; BENKO-ISEPPON et al 2011).
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Os genes responsivos quanto a toleréncia ao déficit hidrico e que sdo ativados em
condicBes de déficit hidrico, possuem o cis-elemento responsivo a desidratacdo (DRE) na
regido promotora. Os fatores de transcricdo, como 0 DREB1A e DREB2A, interagem e se ligam
com a regido DRE e ativam a expressdo desses genes (LIU et al., 1998, MARUYAMA et al.,
2009).

O gene DREB ¢é muito estudado em plantas de Arabidopsis thaliana. Nesta espécie é
comum superexpressao do gene em plantas que sobrevivem em ambientes com déficit hidrico.
Em plantas de arroz (CHEN et al., 2008), trigo (MARUYAMA et al., 2009) e milho (VON
PINHO, 2021) a expressdo de DREBs também foi associada com a tolerancia ao déficit hidrico.

Ainda na transducdo de sinais celulares nas plantas, as proteinas de fosforilagdo e
desfosforilacdo estdo envolvidas nos processos de mudancas fisiologicas e metabolicas das
plantas quando essas estdo em condicédo de estresse. Como exemplo, pode-se citar as proteinas
fosfatases que desempenham fungcdo na modulagdo e reversibilidade dos mecanismos
regulatorios. A proteina do tipo 2C fosfatase (PP2C) tem sido estudada como sinalizadora de
estresses abioticos em plantas (MARQUES et al., 2019; SANTOS et al., 2021; VON PINHO,
2021).

Em milho, em plantas expostas ao déficit hidrico, verifica-se que superexpressdo do
gene ZmPP2C aumenta a sensibilidade das plantas e, consequentemente, reduz a tolerancia ao
estresse hidrico (LIU et al., 2013). Da mesma maneira, He et al. (2019) indicaram, ap6s avaliar
as funcbes da fosfatase PP2C em plantulas de milho, que ZmPP2CA2 e ZmPP2C A6
desempenham papéis negativos nas respostas de estresse ao déficit hidrico.

Vale ressaltar, que a expressdao de genes ocorre de maneira diferencial nos diferentes
orgdos e tecidos das plantas, sendo também influenciada pelo estadio fenoldgico da planta, e é
induzida por fatores ambientais, a exemplo do déficit hidrico. Genes do tipo DREB séo
altamente expressos em raizes, folhas e caules de plantas de A. thaliana (AGARWAL et al.,
2006) e em milho os genes do tipo DREBL1 sdo altamente expressos em raizes (LIU et al., 2013).
Alta expressdo em raizes de plantas de milho também foram identificadas para o gene ZmPP2C.
Para 0s genes que envolvem a enzima catalase, os genes da classe | sdo altamente expressos em
folhas e quase ausente em estadios avancados de desenvolvimento, os da classe 11, a exemplo
da CAT 2, se expressam em tecidos vasculares e os da classe Ill, em sementes e plantulas
(DALL ASTA, 2013).

Assim, levando-se em consideracdo os estudos ja realizados, a principal estratégia para
0 sucesso da selecdo de plantas de milho para a tolerancia ao déficit hidrico é a associagdo do

melhoramento convencional com técnicas moleculares e de engenharia genética. Estudos que
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envolvem a expressdo de genes sdo essenciais para aumentar a eficiéncia e auxiliar em
programas de melhoramento, ja que os diferentes genétipos possuem diferentes graus de
tolerancia e, como consequéncia, apresentam expressdo diferencial destes genes. A
identificacdo desses genes possibilita a utilizacdo em programas de melhoramento
convencional por meio de cruzamentos direcionados ou ainda em técnicas mais avangadas de
biotecnologia, possibilitando a obtengdo de gendtipos tolerantes a condigdes de déficit hidrico.

Portanto, estudos envolvendo identificacdo de genes candidatos e a expressao de
transcritos relacionados a tolerancia ao déficit hidrico sdo importantes para o entendimento dos
mecanismos desta tolerancia e para a selecdo de genotipos tolerantes. Assim, o objetivo neste
trabalho foi avaliar a expressdo de genes candidatos, em raizes adventicias, caules e folhas de
duas linhagens de milho, contrastantes, para a caracteristica de tolerancia ao déficit hidrico e

desenvolvidas sob diferentes densidades populacionais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Local de realizacao dos experimentos

Os experimentos de campo foram desenvolvidos em duas areas experimentais do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras em duas safras agricolas (2019
e 2020). Em 2019 foi instalado na area experimental, situada no municipio de Lavras — MG,
cujas coordenadas geograficas sdo: latitude 21°14'S, longitude 40°17'W e altitude de 918,80 m.
Ja em 2020 o experimento foi instalado no Centro de Desenvolvimento e Transferéncia de
Tecnologia- CDTT/DAG/UFLA da Universidade Federal de Lavras (UFLA), localizado no
municipio de ljaci — MG, cujas coordenadas geograficas sdo: latitude 21°09'S, longitude
44°54'W e altitude de 920 m. Todas as avaliacdes foram realizadas no Laboratorio Central de

Sementes, localizado no Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da ESAL/UFLA.

2.2  Selecdo dos gendtipos

A selecéo das linhagens utilizadas na pesquisa foi realizada de acordo com os resultados
obtidos por Abreu et al. (2018), a qual foi baseada em dados de germinacéo e crescimento de
plantulas sob condicBGes de restricdo hidrica. Assim, foram selecionadas cinco linhagens
contrastantes em relacao a tolerancia ao déficit hidrico, sendo trés linhagens tolerantes (T), L91-
T, L63-T e L32-T, e duas linhagens ndo tolerantes (NT), L57-NT e L24-NT.

2.3 Instalacdo dos experimentos de campo

Apos a selecdo das linhagens, os experimentos foram instalados na segunda safra dos
anos agricolas 2019/20 e 2020/21.

Em ambos os anos, o solo foi preparado convencionalmente e as corre¢des foram feitas
de acordo com a analise quimica destes, anteriormente a semeadura. As sementes foram tratadas
com fungicida Vitavax/Thiram ® 200SC na dosagem de 250 ml.100kg * de sementes.

Na segunda safra de 2019/20, o experimento foi instalado utilizando-se as linhagens
L91-T, L63-T (tolerantes) e as linhagens L57-NT e L24-NT (n&o tolerantes). A semeadura foi
realizada em 08/02/19, quando foram utilizadas as densidades de plantas de 60 e 120 mil plantas
hal. O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados, com quatro repeticdes,

no esquema de parcelas subdividas no espaco, sendo as diferentes densidades de plantas
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dispostas na parcela. Cada parcela foi composta por 4 linhas com 16 metros, no espagamento
de 0,6 m entre linhas. Nas subparcelas, compostas por 4 linhas com 4 metros de comprimento
cada, foram dispostas as linhagens. Foi considerada como parcela util as duas linhas de
semeadura centrais de cada subparcela. A semeadura foi realizada de forma manual e apds 30
dias foi realizado desbaste para o ajuste da populacéo de plantas desejada (60 e 120 mil plantas
hal).

No segundo experimento, implantado na segunda safra de 2020/21, foram utilizadas as
linhagens L91-T, L32-T (tolerantes) e as linhagens L57-NT e L24-NT (ndo tolerantes). A
semeadura foi realizada em 20/03/20, também foram utilizadas duas densidades de plantas, 60
e 120 mil plantas ha. O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados, com
seis repeticdes, no esquema de parcelas subdividas no espaco, sendo as diferentes densidades
de plantas dispostas na parcela. Cada parcela foi composta por 6 linhas com 16 metros, no
espacamento de 0,6 m entre linhas. Nas subparcelas, compostas por 2 linhas com 4 metros de
comprimento cada, foram dispostas as linhagens. Foi considerada como parcela util as duas
linhas centrais de semeadura de cada subparcela. A semeadura foi realizada de forma manual e
apos 30 dias foi realizado desbaste para o ajuste da populacédo de plantas desejada.

As adubacGes de cobertura, assim como os demais tratos culturais e fitossanitarios,
foram realizadas de acordo com o recomendado para a cultura.

A colheita dos grdos em ambas as safras foi realizada em espigas. As espigas foram
colhidas e despalhadas manualmente, quando os gréos atingiram teor de agua de 20%. A
secagem das espigas foi realizada em secadores experimentais de pequena escala, descrito por
Navratil e Burris (1982).

2.4 Analise da expressdo de transcritos por meio da técnica de qRT-PCR

A partir dos resultados obtidos nas avaliagdes agronémicas, foram selecionadas duas
linhagens contrastantes quanto a toleréncia ao déficit hidrico, L91-T (tolerante) e L24-NT (né&o
tolerante), para as analises de expressdo de transcritos, realizada por meio da técnica de gRT-
PCR.

Para as andlises de expresséo de transcritos, foram coletados tecidos de plantas das duas
linhagens, contrastantes quanto a tolerancia ao déficit hidrico, desenvolvidas sob diferentes
densidades. Aos 101 dias apds a semeadura, no estadio R1, foram coletadas folhas, colmos e
raizes adventicias. Foram coletadas as folhas mais novas e sadias, os colmos foram coletados

do penultimo internodio das plantas, e as raizes adventicias foram coletadas em plantas que
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possuiam raizes visiveis acima do solo. Os tecidos foram coletados em campo e imediatamente
acondicionados em gelo, em seguida, as amostras foram armazenadas em deep-freezer a-80 °C
até o inicio das analises moleculares.

A expressao dos transcritos envolvidos no processo de tolerancia déficit hidrico por
meio da técnica de RTqg-PCR foi dividida em quatro etapas: extracéo e purificacdo do RNA,
transcricdo reversa para sintese do cONA, PCR em tempo real, e anélise dos resultados.

Para a extracdo do RNA as folhas, colmos e raizes adventicias das plantas das linhagens
de milho foram maceradas na presenca de nitrogénio liquido e com a adicdo do reagente
Purification Reagent® (Invitrogen), usado como agente extrator.

As amostras foram maceradas em cadinho de porcelana com auxilio de pistilo, sendo
adicionado nitrogénio liquido para evitar o descongelamento e oxidacao do material. Apds isso,
150 mg do material foram separados em microtubos de 2 ml aos quais foram adicionados 750
uL do agente extrator. A mistura foi agitada em vortex por 2 minutos e mantida em repouso por
10 minutos, quando foram centrifugadas (14.000 rmp/4 °C) sendo o sobrenadante coletado
(aprox. 600 pL) e submetido a lavagem. Esta etapa consistiu na adi¢do de 100 pL de NaCl 5M
e agitacdo por 10 segundos, seguidos pela adicdo de 300 pL de cloroférmio e agitados
novamente por 1 minuto. Os tubos foram novamente centrifugados por 10 minutos (14.000 rpm
/14 °C), sendo 600 pL do sobrenadante coletados e novamente submetidos a etapa de lavagem.
Apos isso, 600 pL do sobrenadante foram coletados e misturados a isopropanol, sendo as
amostras mantidas a -20 °C por 2 horas, quando foram centrifugadas por 25 minutos (14.000
rpm/ 4 °C). O sobrenadante foi descartado e o pélete lavado a partir da adicdo de 600 pL de
etanol 75% seguido de centrifugacdo por 5 minutos (14.000 rpm / 4°C). Os péletes foram
secados em capela de fluxo laminar até o etanol residual ser eliminado e, entdo, foram
ressuspendidos em 20 uL de agua ultrapura.

A integridade e pureza do RNA foi avaliada em todas as etapas por meio de eletroforese
em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo e espectrofotometro (BioTek™ Eon™
Microplate Spectrophotometer). A corrida foi realizada por 40 minutos a 80 v e 100 mA, sendo
o0 gel visualizado em transiluminador para confirmar a integridade do RNA extraido.

Apos as extragdes dos acidos nucleicos, as amostras foram tratadas com DNAseFree
para evitar qualquer contaminacdo com DNA genémico. Para isso, foi utilizado o KitDNAse
PROMEGA® de acordo com protocolo recomendado pelo fabricante. O RNA foi adicionado a
2,5 YL do tampéo, 0,5 pL da enzima e o volume de cada amostra completado para 25 pL. O
material foi incubado por 30 minutos a 37 °C quando foi entdo adicionado o reagente para
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interromper a reacdo e mantidos a temperatura ambiente por 5 minutos, sendo posteriormente
centrifugados (10.000 rpm/4 °C) por 5 minutos.

Apds o processo de extracdo e purificacdo, 0s mMRNAs foram usados como molde para
a sintese de cDNA. O kit High Capacity DNA Reverse to Transcription cDNA® (Applied
Biosystems) foi utilizado seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Foi coletado de
cada amostra o volume contendo 1,5 pg de RNA, aos quais foram adicionados 2 pL do tampéo,
0,8 pL de nucleotideos, 2 pL de primers aleatérios e 1 pL da enzima, sendo o volume
completado para 25 puL com agua ultrapura. O material foi incubado em termocilcador Labnet
MultiGene™, seguindo as condi¢Ges que seguem: anelamento a 25 °C por 10 minutos; extenséo
a 37 °C por 120 minutos; desnaturacéo final a 85 °C por 5 minutos.

Para a andlise da expressao génica pela técnica de qRT-PCR, a selecdo dos genes-alvo
foi feita com base na revisdo bibliogréafica, considerando os estudos sobre a tolerancia ao déficit
hidrico na cultura do milho e em plantas cultivadas. As sequéncias dos primers selecionados
foram encontradas no Maize Genetics and Genomics Database, GenBank. Com base nestas
sequéncias, os primers foram desenhados utilizando o software Primer Express 3.0 (Applied
Biosystems).

As sequéncias dos primers utilizados séo apresentadas na Tabela 1. Os genes Ubiquitina
(UBI) e 18S (18S) foram usados como controles endégenos (CUl et al., 2011; MANOLI et al.,
2012).
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Tabela 1 - Sequéncia dos Primers utilizados na andlise de qRT-PCR.
Gene Funcéo Sequéncia 5'---------- 3'
Ubiquitina (UBI) Controle Endogeno FAAGGCCAAGATCCAGGACAA

RTTGCTTTCCAGCGAAGATGA

18S Controle Endogeno FTGTCCATCACTTGTGAAGCCTCCT
RACGACCTTAGCCAATATCGCACCA

CAT3 Remocéo de H20> FCTGCTGGAAACTATCCTGAGTGR
produzido durante a
degradacéio de &cidos RATTGACCTCTTCATCCCTGTG
graxos
DREB 2A/2.1S Proteinas de elemento FGCAGCCCGGAAGGAAGAA
de ligacdo que
respondem a RGATGACAGCTGCCACTGACGTA
desidratacdo
ZmPP2C Regulador na FGGAAGCTCCGATAACATCACAGT
resisténcia a estresses
abibticos RTCTTTGTCGTCGCCTGATTTC
SOD Antioxidante FHTGGAGCACCAGAAGATGA

RCTCGTGTCCACCCTTTCC

(F) sequéncia do primer forward e (R) sequéncia do primer reverse.
Fonte: Da autora (2023).

Para a analise da eficiéncia dos primers, foi feito um mix de cDNA de todas as amostras
dos quais foram retirados 1 pL e em seguida foram adicionados 3 pL do reagente SYBRGreen
(Applied Biossystems), 0,2 pL de cada primer (reverse e forward) e o volume completado para
7 UL com agua ultrapura. A reacao foi feita em aparelho ABI Prism 7500 Real-Time PCR
(Applied Biossystems), consistindo nas etapas:

a) Iniciagdo: 2 minutos a 50 °C seguido de 10 a 95 °C;
b) Reacgdo (50 ciclos): 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, 15 minutos a 95 °C.
c) Especificidade da reacdo pela curva de desnaturagéo (Melting) de 60-95 °C.

A eficiéncia dos primers estudados foi realizada usando-se o software LingReg PCR
(DEKKERS et al., 2012; RAMAKERS et al., 2003; RUNTER et al., 2009), seguindo as
recomendacdes dos autores. A eficiéncia foi calculada para cada uma dos 4 primers, sendo
usados apenas primers com eficiéncia igual ou maior que 1,8 (equivalente a 90%).

Para a anlise de expressdo dos genes selecionados foi utilizado o aparelho ABI PRISM

7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems), com método de deteccao via SYBR Green. Foram
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utilizadas amostras de cDNA obtidas das folhas, colmo e raizes adventicias de duas linhagens
de milho, L91-T e L24-NT desenvolvidas sob diferentes densidades.

Para cada reacdo, foi utilizado 1,0 pl de cDNA (diluido 1:5), 0,4 pl de primer forward
e 0,4 ul de primer reverse, 3 pl de Master MixSYBR green (Applied Biosystems) e 2,6 ul de
agua ultrapura, para um volume final de 7,0 pl/amostra. As amostras foram pipetadas em
triplicatas técnicas, e um controle sem cDNA (branco) foi incluido para cada par de primers.

As condicBes térmicas da reacdo foram: 2 minutos a 50 °C e 10 minutos a 95 °C para
inicio, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C, e finalizo com 15
minutos a 95 °C. Ao final da ciclagem, foi avaliada a especificidade da reagédo de PCR usando
a curva de desnaturacdo de 60-95 °C. Os dados de Ct (Cycle treshold) foram coletados,
exportados pelo programa 7500 Fast Software (Versdo 2.1) e analisados em planilha Excel
(Microsoft).

A expressédo génica foi analisada pelo método AACt seguindo-Se a equagdo usada por
Hellemans et al., (2007) utilizando-se valores individuais de eficiéncia de cada primer de
acordo com o proposto por Rao et al. (2013). As formulas usadas para o calculo da expressédo
relativa normalizada dos genes estudados constam na Equacéo 1.

Foram usadas como controle as amostras de folha com 60 dias. Desta maneira, 0s
valores de expressdo génica foram expressos em Expressdo Relativa Normalizada, sendo

considerada a expresséo do controle igual a 1, e os demais tratamentos com valores relativos a

este.
~ . . _ Exlnteresse (1)
Expressao Relativa normalizada = ——
ExReferéncia
Onde:
Ex = Ef At 2)
E:
ACt = Cteontrote = Clamostra (3)

Onde: EXinteresse = €Xpressao génica do gene de interesse; EXreferencia = €Xpressao génica do gene
de referéncia; Ef = Eficiéncia do primer; Ct = Cycle treshold. A expressdo do gene de referéncia

(EXreferencia) consistiu na média dos valores de eficiéncia para os dois genes usados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a andlise de eficiéncia dos primers, foi utilizado o software LingReg PC que foi
proposto por Ramakers et al. (2003) e provado confiavel por Ruijter et al. (2009) e Dekkers et
al. (2012), sendo um método eficiente e de menor custo para as analises de eficiéncia dos
primers. Apesar do método 24t ser 0 mais popular entre os pesquisadores para mensuragéo
da expressdo génica, Hellemans et al. (2007) e Rao et al. (2013) concluiram que para a
expressao génica relativa deve-se considerar a eficiéncia de cada primer individualmente a qual
pode variar desde 60 a 100% (1,2 a 2,0). Assim, no presente estudo, os valores de eficiéncia
individuais de cada primer foram usados, sendo aplicada entdo a Equacéo 1, apresentada no
material e métodos, e os valores de resultado da analise de eficiéncia dos primers testados que
foram 2,0 para o primer Ubiquitina, 1,8 para 18s, 2,0 para CAT3, 2,0 para DREB2A/2.1S, 1,8
para ZmPP2C e 2,0 para SOD.

Na Figura 1, observa-se maior expresséo do gene DREB2A/2.1S em todos os tecidos das
plantas da linhagem 91, classificada como tolerante ao déficit hidrico, nas duas densidades

populacionais, quando comparado com a linhagem 24, néo tolerante.

Figura 1- Expressao do gene DREB 2A/2.1S em tecidos de plantas de duas linhagens de milho
(L91-T e L24-NT) desenvolvidas em diferentes densidades de plantas (60 e 120 mil
plantas.ha?). UFLA, Lavras 2023.
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Fonte: Da autora (2023).
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Em pesquisa desenvolvida por Von Pinho (2021), na qual foi avaliada a expresséo de
genes em plantulas de milho que foram desenvolvidas sob restricdo hidrica utilizando solugdo
de PEG 6000 (-0,6MPa), maiores valores de expressdo do gene DREB2A/2.1S também foram
observados em plantulas da linhagem L91 e das progénies F2:3 tolerantes, e menores valores na
linhagem e progénies classificadas como néo tolerantes.

A associacgdo da superexpressdo dos genes que codificam a proteina DREB com a maior
tolerancia ao déficit hidrico tem sido relatada por diversos autores e em diferentes culturas (QIN
etal., 2007; CHEN et al., 2008; MARUYAMA et al., 2009; CUl et al., 2011; BIAZUZO, 2013;
VON PINHO, 2021). Esses genes que codificam a proteina DREB, estdo associados com a
tolerdncia a estresses abidticos em plantas. Eles atuam nos eventos moleculares e, assim,
induzem a respostas das plantas contra a desidratacéo celular (BENKO-ISEPPON et al., 2011).

Também foi possivel diferenciar a expressao do gene nos diferentes tecidos de plantas
e densidades populacionais. Foi observada a expressao do gene em folhas, raizes e colmos de
plantas desenvolvidas nas duas densidades populacionais. Agarwal et al. (2006) e Biazuzo
(2013), ao estudarem a expressdo do gene AtDREB2A em A. thaliana e do DREB2C no
feijoeiro, também observaram a expressdo destes em raizes, folhas e colmos em condicGes de
déficit hidrico.

Nas plantas da linhagem 91, desenvolvidas nas duas densidades, maior expressao do
gene DREB2A/2.1S foi observada em folhas (FIGURA 1). Maior expressdo deste gene em
folhas e raizes foi observada em plantas desenvolvidas na densidade de 60 mil plantas.ha, ja
no tecido colmo, maior expressdo foi observada na densidade de 120 mil plantas.ha. Santos et
al. (2021) ao estudar a expressdo relativa do gene DREB2A/2.1S em parte aérea e raizes de
plantulas de milho desenvolvidas em substratos com 70% e 10% da capacidade de retencédo de
agua no solo, com e sem déficit hidrico, observaram maior expressao do gene na parte aérea de
plantulas desenvolvidas em condigdes normais e maior expressdo em raizes quando essas foram
desenvolvidas na condicao de déficit hidrico.

Em todos os tecidos das plantas da linhagem 24, classificada como néo tolerante, maior
expressdo do gene DREB 2A/2.1S foi observada na densidade de 120 mil plantas.ha™. Nas duas
linhagens, 91 e 24, menor expressao do gene foi observada em raizes, nas duas densidades
populacionais. Diferente do observado no presente trabalho, Liu et al. (2013) ao avaliar a
expressdo de todos os genes ZmDREB em folhas e raizes com trés semanas sob estresse,
observaram maior expressao em raizes. No entanto, em folhas, também foi possivel observar

aumento da expresséo quando comparada com condi¢Ges sem estresse. Maior expressao em
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raizes, sob condigdo de déficit hidrico, também foram observadas em linhagens de soja
(ENGELS et al., 2013).

Os genes, podem ser induzidos ou reprimidos em diferentes tempos durante o
desenvolvimento da planta. Biazuzo (2013), ao avaliar a expressdo diferencial de genes
relacionados ao déficit hidrico no feijoeiro observou que a inducdo da expressdo do gene
DREB2C ocorreu mais rapidamente em caules e folhas do gendtipo tolerante. J& no genotipo
ndo tolerante, a expressao ocorreu mais rapidamente em raizes e caules, nesse mesmo genotipo,
a repressao, ocorre tardiamente em caules e folhas. Essa repressao tardia do gene em caules e
folhas pode explicar a maior expressdo do gene DREB 2A/2.1S observada na presente pesquisa,
nesses mesmos tecidos, desenvolvidos sob duas densidades populacionais, coletados em
estadios de desenvolvimento mais avancados.

Na Figura 2 esta representada a expressao relativa do gene ZmPP2C. Em todos 0s
tecidos da linhagem 24, classificada como n&o tolerante ao déficit hidrico, desenvolvidas sob
duas densidades populacionais, foi observada maior expressao do gene, quando comparado as
observadas na linhagem 91, classificada como tolerante. Tem sido observado em algumas
pesquisas que a superexpressdo desse gene reduz a tolerancia ao estresse hidrico, ja que
aumenta a sensibilidade das plantas (LIU et al., 2013; HE et al., 2019). Marques et al. (2019)
também observaram maior expressao do gene em pontas da espiga de plantas das linhagens ndo
tolerantes e menor nas pontas das espigas das linhagens tolerantes. Também Von Pinho (2021),
observou maior expressao do gene em plantulas da linhagem classificada como néo tolerante

ao déficit hidrico.
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Figura 2 - Expressdo do gene ZmPP2C em tecidos de plantas de duas linhagens de milho (L91-
T e L24-NT) desenvolvidas em diferentes densidades de plantas (60 e 120 mil
plantas.hal). UFLA, Lavras 2023.

59 ZMPP2C

. 191
. 124

Quantidade Relativa Normalizada

0 1

Folha 60 Folha 120 Raiz 60 Raiz_120 Colmo 60 Colmo_ 120

Tecido Densidade

Fonte: Da autora (2023).

Também foi possivel observar expressdo diferencial do gene ZmPP2C em plantas
desenvolvidas nas duas densidades populacionais. Tanto na linhagem 91 quanto na linhagem
24, maior expressdo do gene ZmPP2C foi observada na densidade de 120 mil plantas.ha*, em
todos os tecidos avaliados. A densidade de 120 mil plantas.ha® foi utilizada para simular a
deficiéncia hidrica, sendo assim, a maior expressdo das plantas nesta densidade acontece devido
a resposta das plantas como defesa a condigdo de déficit hidrico.

Na linhagem 91, maior expressédo foi observada em folhas, seguida de raiz, e a menor
expressdo foi no colmo, nas duas densidades populacionais. Para a linhagem 24, na densidade
de 60 mil plantas.ha, foi observado comportamento igual ao da linhagem 91. Na densidade de
120 mil plantas.ha™*, maior expresséo foi observada em colmo, seguida de folha e raiz. He et al.
(2019) também observaram expresséo diferencial dos genes ZmPP2C nos diferentes tecidos.
Ao analisar a expressdo de genes ZmPP2C-A sob tratamento com ABA em plantas de milho,
0s autores também observaram que os genes ZmPP2C-A foram induzidos na parte aérea ou na
raiz, ou em ambos. Para este gene, ZmPP2C, em trabalho realizado por Santos et al. (2021)
houve menor expressdo na parte aerea de plantulas desenvolvidas em substrato com 10% da

capacidade de retencdo de agua, condi¢do considerada como déficit hidrico.
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Os genes ZmPP2C atuam como regulares negativos nas respostas a seca de plantas.
Maiores expressdes do gene ZmPP2C estdo associadas a menor tolerancia das plantas de milho
ao déficit hidrico (VON PINHO, 2021). He et al. (2019) observaram que superexpressao dos
genes ZmPP2C-A2 e do gene ZmPP2C-A6 propiciaram efeitos negativos em respostas das
plantas ao déficit hidrico, com aumento da sensibilidade das plantas e perda de agua mais
rapida. Esses resultados explicam os resultados encontrados nesse trabalho, ja que a maior
expressao do gene foi verificada na linhagem classificada como nao tolerante ao déficit hidrico.
Sendo assim, os genes ZmPP2C podem ser promissores para serem utilizados como marcadores
moleculares no processo de selecdo para tolerancia ao déficit hidrico.

E importante ressaltar a complementariedade dos genes ZMDREB2A/2.1S e do gene
ZmPP2C no que se refere a avaliacdo da tolerancia ao déficit hidrico, ja que a superexpressao
do gene ZMDREB2A/2.1S estd associada a maior tolerdncia ao déficit hidrico e a do gene
ZmPP2C a maior sensibilidade das plantas ao déficit hidrico. No presente trabalho, foi possivel
observar maior expressao do gene ZmDREB2A/2.1S na linhagem classificada como tolerante,
linhagem 91, e maior expressdo do gene ZmPP2C na linhagem classificada como néo tolerante,
linhagem 24.

Em relacdo a expressdo do gene SOD (FIGURA 3), maior expressao foi observada na
linhagem 24, classificada como néo tolerante ao déficit hidrico, em todos os tecidos avaliados
e desenvolvidos sob densidades populacionais, exceto no tecido raiz na densidade populacional

de 60 mil plantas.ha™.



69

Figura 3 - Expressdo do gene SOD em tecidos de plantas de duas linhagens de milho (L91-T
e L24-NT) desenvolvidas em diferentes densidades de plantas (60 e 120 mil
plantas.hal). UFLA, Lavras 2023.
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Fonte: Da autora (2023).

Em condicBes de estresse, ocorre aumento da producdo de EROS. Para combater as
EROS, as plantas utilizam de complexos enzimaticos para a detoxificacdo celular. Dentre essas
enzimas, as SODs, superoxido dismutase, constituem a primeira linha de defesa contra as EROs
e catalisam a dismutacdo dos radicais livres superoxidos em perdxido de hidrogénio e oxigénio
molecular. Os genes das SODs sdo expressos em diferentes niveis e diferentes tecidos das
plantas fazendo parte do complexo de defesa antioxidante das plantas (DALL'ASTA, 2013).

Também foi possivel observar expresséo diferencial em tecidos desenvolvidos nas duas
densidades populacionais. Na linhagem 91, maior expressao do gene SOD foi observada nos
em folhas e raizes das plantas desenvolvidas na densidade de 60 mil plantas.ha™. Ja no colmo,
maior expressdo do gene foi observada na densidade de 120 mil plantas.ha. De maneira
contraria, na linhagem 24, maior expressdo do gene SOD foi observada em folhas e raizes na
densidade de 120 mil plantas.ha? e no tecido colmo, maior expressdo foi observada na
densidade de 120 mil plantas.ha™.

Hussain et al. (2019), ao avaliarem os efeitos da seca e altas temperaturas em hibridos
de milho observaram aumento dos niveis de superoxidos dismutase em condigdes de estresse

guando comparados com a condic¢des controle. Em algumas pesquisas, maior expressdo das
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enzimas antioxidantes como superdxido dismutase foram observadas em gendtipos tolerantes
ao déficit hidrico (LI et al., 2021; ZHANG et al., 2020).

Nas plantas da linhagem 91, desenvolvidas nas duas densidades populacionais, a maior
expressao do gene SOD foi observada em raizes, seguida de folha e colmo. De maneira
semelhante, Fraiz (2015) observou em raizes de cultivares de soja, maior expressdo de
superoxido dismutase em raizes da cultivar tolerante.

Ja nas plantas da linhagem 24, maior expressdo foi observada em folhas, nas duas
densidades populacionais. Santos et al. (2021), ao avaliar a expressao da enzima superoxéxido
dismutase, por meio da técnica de eletroforese, também observaram expressao varidvel desta
em sementes, raizes e parte aérea, em funcdo do gendtipo utilizado. Vilela (2019) observou
maior expressdo da enzima SOD em folhas quando comparada com a ponta da espiga. A
expressao de proteinas também pode variar de acordo com a idade da planta, podendo ser maior
em tecidos verdes, e apresentar decréscimo na fase reprodutiva (RAO, 2005 citado por
FAVARETO, 2017).

Sob condicBes de déficit hidrico, enzimas antioxidantes podem ser ativadas para o
controle de radicais livres, sendo assim, a eliminacdo de EROS pode ser uma resposta
adaptativa para sobreviver em condicdes estressantes (LI et al., 2021).

Na Figura 4 esta representada a expressdo relativa do gene CAT3. De maneira geral,
maior expressdo do gene CAT3 foi observada na linhagem 24, em folhas das plantas
desenvolvidas na densidade de 120 mil plantas.ha®. No entanto, maior expressdo do gene
guando comparadas as linhagens foi observada na linhagem 91, classificada como tolerante,
em folhas e raizes desenvolvidas na densidade de 60 mil plantas.ha™ e em raizes e colmo das
plantas desenvolvidas na densidade de 120 mil plantas.ha®. Nos colmos desenvolvidos na
densidade de 60 mil plantas.ha™® maior expressdo foi observada na linhagem 24, classificada

como ndo tolerante ao déficit hidrico.
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Figura 4 - Expressao do gene CAT 3 em tecidos de plantas de duas linhagens de milho (L91-T
e L24-NT) desenvolvidas em diferentes densidades de plantas (60 e 120 mil
plantas.hal). UFLA, Lavras 2023.
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Fonte: Da autora (2023).

O aumento da expressdo de genes e da atividade das enzimas antioxidantes, como a
CAT, em situacOes de déficit hidrico, nos genotipos tolerantes tem sido relatadas em algumas
pesquisas na cultura do milho (ZHANG et al., 2020; VON PINHO, 2021) e na cultura do
feijoeiro (BIAZUZO, 2013). Dall'asta (2013), avaliando a expressdao de genes do sistema
antioxidante em folhas de milho com aplicacdo de ABA, encontraram variacdes nas respostas
para os genes CAT1, mas ndo encontraram diferencas significativas entre os transcritos do gene
CAT3. O tratamento com ABA induz a expressao do sistema antioxidante e, consequentemente,
aumento da expressao do gene CAT1 em folhas de milho (ZHANG et al., 2006).

Também foi possivel diferenciar a expressao do gene nos diferentes tecidos de plantas
desenvolvidas nas duas densidades populacionais. Nas plantas da linhagem 91, maior expressao
do gene CAT3 foi observada em todos os tecidos analisados de plantas desenvolvidas na
densidade de 60 mil plantas.ha™*. Maior expressio foi observada em folhas, sequida de raizes e
colmos. J& nas plantas da linhagem 24, maior expressdo foi observada em folhas e raizes
desenvolvidas na densidade de 120 mil plantas.ha™ e em colmos desenvolvidos na densidade
de 60 mil plantas.ha®. Na linhagem 24, a maior expressio foi observada em folhas

desenvolvidas nas duas densidades populacionais.
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O gene CAT3, que codifica a proteina cat3 em milho, pertence a classe I na classificagdo
das catalases, sendo mais expressas em tecidos vasculares. No entanto, no presente trabalho,
maior expressdo da enzima foi observada em folhas. Esse fato pode ser explicado, pois a
proteina cat3 apresenta pico de expressdo na transicdo entre os periodos de dia/noite
(REDINBAUGH; SABRE; SCANDALIQOS, 1990). Assim, 0 momento da coleta do tecido pode
ter influenciado na maior ou menor expresséo desse gene nos diferentes tecidos. Sob condigdes
de déficit hidrico, genes sdo reprimidos ou ativados e a expressdo desses genes depende da
intensidade e duracdo do estresse, do genotipo e do estadio de desenvolvimento das plantas
(VON PINHO, 2021).

Foi observada maior expressdo dos genes SOD e CAT3 em raizes das plantas da
linhagem 91, classificada como tolerante ao déficit hidrico, desenvolvidas na densidade
populacional de 60 mil plantas.ha™. Nesta linhagem, nos trabalhos de Marques et al. (2019) e
Santos et al. (2021), foram verificados maiores comprimentos de raizes em plantulas
desenvolvidas na condi¢do sem estresse hidrico, ou seja, em condi¢cGes com 70% da capacidade
de retencdo de agua. Este resultado explica a maior expressdo desses genes em raizes na
condicdo sem estresse, que esta relacionado ao maior desenvolvimento radicular da linhagem
91.

Na linhagem 24, o padréo de expressdo dos genes SOD e CAT 3, foi 0 mesmo. Maior
expressao ocorreu em folhas desenvolvidas nas duas densidades populacionais, e maior
expressdo em folhas e raizes desenvolvidas na densidade populacional de 120 mil plantas.ha™
e em colmos na densidade de 60 mil plantas.ha™. Esse fato pode ser explicado pela associagio
dos genes do sistema antioxidantes no processo de defesa contra os radicais livres ja que a SOD
catalisa a formacéo de perdxido de hidrogénio a partir do superoxido e o perdxido de hidrogénio
produzido pela SOD é convertido em &gua e oxigénio pela CAT.

Sendo assim, pode-se inferir que houve resposta da linhagem 24 sob déficit hidrico, em
fungdo da maior sensibilidade, principalmente em raizes e folhas sob maior densidade
populacional, com o consequente aumento da expressdao dos genes SOD e CAT nessas
condigdes.

Ressalta-se que na linhagem 24, classificada como néo tolerante ao déficit hidrico, para
todos os quatro genes analisados, a maior expresséo foi observada na maioria dos tecidos das
plantas desenvolvidas na densidade populacional de 120 mil plantas.ha. Essa populagéo foi
utilizada para simular a deficiéncia hidrica, conforme proposto por Abreu et al. (2017) e Pereira
et al. (2014). Sendo assim, a maior expressdo nos tecidos das plantas da linhagem 24, nesta

populacgéo, acontece devido a resposta das plantas como defesa a condicdo de déficit hidrico.
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Por meio dos resultados da expresséao de transcritos foi possivel observar que em tecidos
de plantas do genotipo tolerante, linhagem 91, houve maior expressdo do gene ZmMDREB2A/2.1,
importante marcador para a tolerancia ao déficit hidrico. E em contrapartida, no genotipo ndo
tolerante, linhagem 24, houve maior expressdo do gene ZmPP2C, que estd associado a
intolerancia, por aumentar a sensibilidade das plantas as condi¢fes de déficit hidrico. Esses
resultados confirmam a classificagdo desses genotipos quanto a tolerancia ao déficit hidrico.
Sendo assim, estes genes sdo potenciais marcadores moleculares e genes candidatos a selecédo
de gendtipos de milho para a caracteristica de tolerancia ao déficit hidrico.

Vale ressaltar ainda, que para os genes ZmDREB2A/2.1 e ZmPP2C, a maior e menor
expressdo em gendtipos tolerantes tem sido observada em diferentes pesquisas,
independentemente das metodologias adotadas para simular condicGes de deficiéncia hidrica.

No entanto, ao observar os resultados de expressdo daqueles genes do sistema
antioxidante, observa-se maior variacdo dos resultados. Isto pode ser explicado pela
complexidade de respostas das plantas ao déficit hidrico, envolvendo os véarios genes que
codificam enzimas de defesa as EROS. Para a SOD, por exemplo, sdo varios 0S genes
envolvidos os quais se expressam diferentemente em tecidos, estadios de desenvolvimento,
gendtipos e condigBes edafocliméaticas. Assim, o uso de marcadores mais estaveis como
ZmDREB2A/2.1 e ZmPP2C, parece ser mais seguro para a sele¢do de genétipos com tolerancia
ao déficit hidrico.

Ressalta-se ainda, em relacdo a expressao diferencial dos genes nos tecidos, que para a
maioria dos genes, a maior expressao foi observada em folhas. Dentre os tecidos avaliados a
folha é o de mais facil coleta, armazenamento e maceracao. Assim, recomenda-se a utilizagédo

das folhas para a avaliacdo da expressdo dos genes associados a tolerancia ao déficit hidrico.
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4 CONCLUSOES

A maior expressdo do gene ZmMDREB2A/2.1S estd associada a maior tolerancia das
plantas de milho ao déficit hidrico.

A maior expressdo do gene ZmPP2C esta associada a menor tolerancia das plantas de
milho ao déficit hidrico.

Os genes ZMDREB2A/2.1S e ZmPP2C sdo genes candidatos para a selecdo de genotipos
visando a toleréncia ao déficit hidrico.

A maior expressao de genes, para a caracteristica de tolerancia ao déficit hidrico, é

observada em folhas.
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