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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o controle
genético de uma linhagem de milho que apresenta o enrolamento permanente do
limbo foliar, o que pode ser promissor para o melhoramento de plantas e
caracterizd-la anatomicamente. Os ensaios foram conduzidos na area
experimental do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.
Foram utilizadas, duas linhagens denominadas LE, com o limbo foliar enrolado
e a L5, com o limbo foliar normal. O experimento para as avaliagdes anatomicas
foi realizado em casa de vegetagdo e em laboratério, com delineamento
inteiramente casualizado (DIC), onde cada parcela foi composta por uma planta.
As andlises anatdmicas comparativas revelaram caracteristicas no acesso LE
interessantes para melhoramento sob condi¢des de baixa disponibilidade de 4gua
(BDA). Para proceder ao estudo do controle genético, as linhagens LE e L5
foram utilizadas como parentais e, a partir do cruzamento entre elas, foram
obtidas as geragdes F;, F, e os retrocruzamentos. Os genitores e as populagdes
segregantes foram avaliados no delineamento de blocos casualizados, com duas
repetigoes. Os componentes de média foram estimados através do método dos
quadrados minimos ponderados e os componentes de varidncia, pelo método dos
quadrados minimos ponderados iterativos. Observou-se que o controle genético
do enrolamento do limbo ¢ oligogénico e possui herdabilidade alta. Esses
resultados evidenciam que ha possibilidade de obtengcdo de genotipos
homozigoticos superiores € que os ganhos nos ciclos de sele¢do serdo
satisfatorios, uma vez que o componente de natureza aditiva ¢

predominante na expressao do carater.

Palavras-chave: Melhoramento genético. Anatomia foliar. Zea mays. Anatomia.



ABSTRACT

This work was carried out aiming to stud the genetic control and
characterize anatomical lines of corn which shows the continuous winding of the
leaf. We tried to study what are the genetic causes and their possible anatomical
changes tests were conducted at experimental area of Department of Biology,
Federal University of Lavras. We used two lines, named LE, this line has the
leaf rolled up, and L5 with the normal leaf. The study on the anatomical
assessments was made in a greenhouse and laboratories. The experimental
design was completely randomized (CRD), where the plot was a plant.
Comparative analysis of anatomies revealed features relevant on LE access, so
this line has potential for improvement under low water availability (BDA). In
order to make the genetic control study, lines LE and L5 were used as parents
and from the cross between them were obtained the F;, F, and backcrosses. The
parents and segregating populations were evaluated in a randomized block
design with two replications. The media components were estimated using
weighted least squares method and the variance components by the method of
weighted least squares iterative. The results show that the genetic control
winding limbo is oligogenic and has high heritability. The results also evidence
are possibility of obtaining homozygous genotypes and that gains in cycles of
selection will be satisfactory, since the addictive component is predominant.

Keywords: Breeding. Leaf anatomy. Zea mays. Anatomy.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUGCAO GERAL

O melhoramento genético de plantas vem sendo utilizado pelo homem a
cerca de 6000 anos, visando principalmente ao aumento da produgdo a fim de
assegurar a sobrevivéncia da espécie (ALLARD, 1971). Atualmente, o
melhoramento genético de plantas continua sendo de grande importancia para a
humanidade, pois a partir dele podem ser obtidos novos cultivares com
caracteristicas agronOmicas superiores, como maior produtividade, maior
resisténcia a pragas, doencas e tolerancia a fatores ambientais adversos.

O déficit hidrico pode ocasionar o enrolamento das folhas das plantas
em situacdes como nas horas mais quentes do dia, em verdes de alta
temperatura, em razdo das altas taxas de transpiragdo, podendo ocasionar o
enrolamento total das folhas, seguido por senescéncia foliar e morte da planta. O
enrolamento foliar causa redugdo na area foliar efetiva e, consequentemente, na
area foliar disponivel para a fotossintese, além de redugdo da transpiragdo e do
consumo de agua em periodos de elevada demanda evaporativa (JORDAN,
1983).

Fatores adversos como o estresse hidrico podem limitar a produgéo
dessa espécie em diferentes regides. E a adaptagdo as condi¢des de estresse
resulta de eventos integrados que ocorrem em todos os niveis de organizagdo,
envolvendo modificagdes morfoanatdomicas, celulares, bioquimicas e
moleculares (NOGUEIRA et al., 2005).

Para a proxima década, estatisticas apontam mudangas climaticas
intensas que podem alterar a geografia da produgdo mundial, inclusive a
brasileira (STEFANO; SALGADO, 2008). Um dos fatores principais dessa

mudanga € a disponibilidade hidrica, capaz de restringir significativamente a
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produgdo e a produtividade de plantas, incluindo o milho (ZAIDI; RAFIQUE;
SINGH, 2003).

Cultivado em todo o territorio brasileiro, o milho (Zea mays L. spp
mays) tem sido exaustivamente estudado e melhorado (SANGOI et al., 2002).
Durante uma das avaliagdes experimentais do programa de pos-graduagao em
Genética e Melhoramento de Plantas da UFLA, estudantes e professores
observaram que, entre diversas progénies de milho, uma se destacava pelo seu
fenotipo diferenciado. Esta possuia o limbo foliar enrolado, em condi¢des ideais
para o desenvolvimento da cultura.

A partir dessa observagdo, melhoristas do Programa de Genética e
Melhoramento da UFLA procuraram estudar quais seriam as causas genéticas e
possiveis modificagdoes anatdmicas do enrolamento do limbo foliar em milho,
principalmente porque a referida linhagem possui este fenotipo diferenciado em
condi¢des ambientais ideais, podendo fazer com que um fator adversos tal como
o estresse hidrico, por exemplo, ndo seja limitante para o o seu desenvolvimento
e, consequentemente, para a sua produgao.

O conhecimento dos fatores genéticos responsaveis pela heranga do
enrolamento do limbo foliar em milho e de suas caracteristicas morfoanatdmicas
¢ importante para os programas de melhoramento. Assim, buscando esse

conhecimento, este trabalho foi realizado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do milho

O milho ¢ uma graminea pertencente a familia das Poaceas e a espécie
Zea mays L. Todos os milhos estdo incluidos nessa tnica espécie. Pertence a
tribo Maydeae, que possui sete géneros, dos quais, dois sdo nativos do
hemisfério ocidental (Zea e Tripsacum) e cinco, da Asia (PATERNIANI; NASS;
SANTOS 2000). E uma planta dipldide, com 2n = 2x =20 cromossomos
(MARCOS FILHO, 2005). Sua taxa de autofecundagao ¢ inferior a 5%, sendo,
portanto, uma planta alégama, com polinizacdo predominantemente anemofila
(LUNA et al., 2001).

Originario das Américas, o milho ¢ um dos cereais de maior importancia
econdmica e social no mundo. No Brasil, consideradas a produgdo e a area
semeada, sua produgdo € a segunda mais importante (a produgdo de soja lidera
essa categoria). Este cereal é plantado em todos os estados brasileiros e em todos
os tipos e finalidades de propriedades rurais, da agricultura familiar a producao
em larga escala, visando a exportacao (VILARINHO, 2010).

Pesquisas tém desenvolvido diferentes cultivares e/ou hibridos que
permitem seu cultivo desde o Equador até o limite das terras temperadas e desde
o nivel do mar até altitudes superiores a 3.600m. Representada por genotipos
variados, essa adaptabilidade é paralela a variedade de sua utilizagdo como
alimento, como forragem ou seu uso industrial. O grao para alimentacdo animal
representa cerca de 70% do consumo desse cereal no mundo. Nos Estados
Unidos, aproximadamente 50% sdo destinados a alimentacdo animal e, no
Brasil, essa porcentagem varia entre 60 e 80% (DUARTE, 2008). O Brasil ¢ o
terceiro maior produtor deste cereal, precedido pelos Estados Unidos e pela

China (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION - FAO, 2008).
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Contudo, de acordo com o levantamento brasileiro de safra de gréos
2010/2011 divulgado pela Conab, a semeadura do milho na primeira safra esta
transcorrendo de forma mais lenta, comparativamente a safra passada. O clima
ndo esta favorecendo o estabelecimento da cultura em razdo da irregularidade
das chuvas, seja por por excesso em alguns pontos, ou por falta em outros, como
também em funcdo da oferta de milho no mercado, reflexo da safra anterior
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2010).

Estima-se que a area total cultivada na primeria safra 2010/11 devera
variar entre 7,4 e 7,5 milhdes de hectares, valor este em média 3,5% abaixo da
area cultivada na primeria safra 2009/10. Especula-se que a area total cultivada
com milho no pais oscile entre 12,7 e 12,8 milhdes de hectares, com uma
variacdo aproximada 2% inferior a 4rea semeada na safra passada. Assim, a
previsdo para a safra 2010/2011 & de 12,7 milhdes de hectares, que deverdo
produzir aproximadamente 52,1 milhdes de toneladas, com uma redugio,

também aproximada, de 7% (CONAB, 2010).

2.2 Anatomia foliar do milho

Presente em quase todos os vegetais superiores, a folha ¢ um apéndice
caulinar, apresentando grande polimorfismo e adaptagoes a diferentes ambientes
e fungdes.

Este apéndice ¢ constituido basicamente por duas estruturas: bainha e limbo
foliar. A bainha ¢ a estrutura que une o limbo foliar ao colmo, sendo responsavel
principalmente pela protegdo do colmo ao ataque de insetos-praga e patogenos. O
limbo foliar é uma estrutura formada basicamente pela epiderme e pelo mesofilo
(RAVEN; EVERT; EECHHORN, 1996).

A epiderme ¢ o tecido mais externo dos oOrgdos vegetais em estrutura

primaria, estando em contato direto com o ambiente e sujeita a modificagdes
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estruturais (RAVEN; EVERT; EECHHORN, 1996). Em algumas espécies e,
particularmente em Poaceas, as células epidérmicas sdo alongadas
longitudinalmente, apresentando grande quantidade de invaginagdes que ligam
uma célula as outras, conferindo um arranjo extremamente compacto ¢
justaposto, sem espagos intercelulares. Estas células sdo responsaveis pela
prote¢do contra o excesso de radiagdo solar, através da reflexdo dos raios
solares, evitando o superaquecimento das células do mesofilo (CASTRO;
PEREIRA; PAIVA, 2009).

Além disso, a epiderme do milho é constituida por numerosos anexos
epidérmicos, denominados tricomas tectores, ou ndo-glandulares, além dos
estomatos e das células buliformes (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELO-
GUERREIRO, 2006).

Os tricomas tectores ou nado-glandulares sdo anexos epidérmicos
presentes em grande quantidade nas folhas de milho. Essas estruturas podem ser
unicelulares ou multicelulares, podendo variar em tamanho, forma e espessura
da parede celular (SOUZA, 2003). A protegdo contra a radiagdo solar e contra
insetos-praga ¢ uma de suas fung¢des primordiais, além de contribuirem para a
absor¢do de agua, moléculas e ions da atmosfera (ALQUINI; LOURO, 1990;
SOUZA, 2003).

Os estoOmatos se desenvolvem entre as células comuns da epiderme e
possuem células-guardas, na forma de halteres. Os estdmatos ocorrem em
qualquer parte das plantas, no entanto, sdo mais abundantes nas folhas, fato
altamente relacionado as trocas gasosas, de suma importdncia para a
fotossintese. Além disso, as folhas das Poaceas sdo anfihipoestomatica, ou seja,
apresentam estdmatos em ambas as faces. Estas células podem variar tanto em
numero, no que se refera a sua localizagdo na planta, como também sob a

influéncia de caracteristicas ambientais (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).
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Segundo Esau (1977), outro aspecto importante nas Poaceae ¢é a
presenca de células buliformes. Estas células estdo presentes na face adaxial das
folhas, dispostas em fileiras longitudinais, paralelas as nervuras, podendo estar
agrupadas numa se¢do transversal de 2 a 8 células. Denominadas também por
células motoras, estdo intimamente envolvidas no processo de redugdo da
exposi¢ao das folhas a radiacdo solar, mediante a promog¢do da curvatura da
folha para cima, formando uma espiral. Tal fungdo contribui expressivamente
para a reducdo da taxa transpiratoria, em fungdo da menor superficie especifica
exposta ao sol e pela manutencdo de alta umidade na atmosfera do interior da
folha curvada em periodos criticos.

Do ponto de vista fisiologico, o mesofilo compde a parte mais ativa da
folha e é formado por células parenquimaticas que abrangem os feixes
vasculares, formado por xilema (protoxilema e metaxilema) e floema
(protofloema e metafloema). Nos feixes vasculares, o xilema estd voltado
sempre para a parte adaxial da folha e o floema, para a parte abaxial. Sobretudo,
estas estruturas sdo responsaveis, pelo transporte de dgua e nutrientes, no caso
do xilema, e de fotoassimilados, no que se refere ao floema, estando arranjadas
longitudinalmente nas folhas, embora haja intercomunicagdes entre 0s vasos

condutores de diferentes feixes vasculares (ESAU, 1977).
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Figura 1 Corte transversal de uma folha de milho, onde se observa as células da
bainha do feixe (En) com estrias de Caspary (setas menores). Pr =
periciclo; Fl = floema; X = Xilema (APPEZZATO-DA-GLORIA et al.,
2006)

2.3 Anatomia radicular do milho

Raizes tem como fungdes basicas a absorcdo e condugdo de agua e
solutos, além da fixacdo do vegetal no substrato. Duas outras func¢des associadas
as raizes sdo as de armazenamento e condugcdo (RAVEN; EVERT;
EECHHORN, 2007). Como em muitas outras monocotiledéneas, em milho, o
sistema radicular é formado por raizes adventicias que, junto as suas raizes
laterais, originam o sistema radicular fasciculado (CASTRO; PEREIRA;
PAIVA, 2009).

As raizes adventicias formam-se a partir de uma porgdo caulinar ¢ assim
ndo existe um eixo que permite a penetracdo em camadas mais densas do solo.
Esse ¢ um sistema que se desenvolverd nas camadas superficiais do solo com
raizes delgadas. Por serem delgadas, estas raizes possuem maior sensibilidade a
variagcdes ambientais, podendo ter um ciclo de vida limitado e também estdo

sujeitas as modificagdes estruturais (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).
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Na estrutura anatomica da raiz de uma ndo dicotiledonea como o milho,
¢é possivel distinguir a epiderme, constituida por uma camada de células vivas
que reveste a raiz ¢ de crescimento primario (sistema dérmico); no sistema
fundamental, a zona cortical, ou cortex, constituida geralmente por células de
parénquima e cuja camada mais interna ¢ designada endoderme, formada por
células cujas paredes contém algumas zonas suberificadas; a parte externa da
zona cortical, tamb[em designada exoderme, que pode apresentar varias
camadas de células compactadas; o cilindro central que inclui o sistema
vascular, com uma camada exterior de células em geral parenquimatosas,
formando o periciclo, tecidos vasculares feixes de xilema e de floema e, nas
raizes desenvolvidas, observa-se a medula zona central da estrutura, preenchida

por células parenquimatosas (RAVEN; EVERT; EECHHORN, 2007).

A partir do 4apice, a raiz pode ser subdividida em: coifa, zona

meristematicas, zona lisa, zona pilifera e zona de ramificagdo (figura 2).

Figura 2 Diagrama ilustrando os estagios iniciais do desenvolvimento primario
do 4pice da raiz(MUNDO EDUCACAO, 2010)

Em um corte transversal da estrutura primaria da raiz, trés sistemas de

tecido sdo distintos: dérmico, fundamental e vascular (figura 3). O cilindro
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vascular ¢ circundado pelo periciclo ¢ apresenta em seu interior os pélos de
xilema e floema que formam o sistema vascular radial. Relativamente as “ndo
dicotiledoneas”, o cilindro vascular em monocotiledoneas e os padroes de
distribuicdo das formas do floema (protofloema e metafloema) sdo menos
regulares, podendo variar muito quanto ao numero e distribui¢do dos feixes no
cilindro vascular. Contudo, constantemente estes circundam o cilindro vascular,
formando um anel, sendo que o metaxilema pode estar localizadona parte central
ou ainda pode estar espalhado ao longo do cilindro (CASTRO; PEREIRA;
PAIVA, 2009).

Figura 3 Secdo transversal de uma raiz estrutura primaria

2.4 Adaptagdes das plantas ao ambiente

Durante a histéria evolutiva das plantas, distintas modificacdes
ambientais direcionaram o desenvolvimento de caracteres adaptativos para as
novas condigdes, com a consequente eliminagdo das plantas ndo adaptadas

(RAVEN; EVERT; EECHHORN, 1996).
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Entende-se por adaptacdo a provavel interagdo entre o organismo € o
meio, sendo o organismo possivel de ser moldado pela sele¢do natural ou
artificial e, se tais caracteres forem herdaveis, poderdo se fixar em uma
populacdo. Uma vez que as plantas estejam naturalmente ajustadas as novas
condi¢des ambientais, todas as caracteristicas estruturais e funcionais capazes de
atender a tal ajustamento serdo adaptativas desde que sejam herdaveis (RIZZINI,
1997).

As adaptagdes podem abranger as partes vegetativas e/ou reprodutivas
de um organismo e podem ser classificadas conforme a situagdo a ser
enfrentada. Adaptacdes que envolvem as partes vegetativas sdo as que incidem
sobre as raizes, o caule e sobre as folhas como, por exemplo, seu tamanho,
nimero de estdomatos, quantidade de células buliformes e a espessura da
cuticula, entre outras formas de incidéncia adaptativa (RIZZINI, 1997). Ha
também adaptagdes que afetam as partes reprodutivas e cuja ocorréncia pode ser
verificada nos 6rgdos reprodutivos da planta, isto €, nas flores, frutos e sementes.
Uma das principais adaptacdes envolvendo os 6rgdos reprodutivos refere-se a
dispersdo de sementes.

Fatores morfogenéticos sdo aqueles que influenciam a estrutura dos
vegetais. Portanto, sdo condigdes edafoclimaticas capazes de determinar ou
modificar a organizacdo vegetal. Embora seja sabido que cada espécie vegetal
possua um padrdo de desenvolvimento instituido, ou seja, de acordo com seu
gendtipo, os fatores abidticos possuem expressiva influéncia, atuando sobre os
genes ¢ modificando a sua expressdo em multiplos sentidos. (RIZZINI, 1997).

Em funcdo do ambiente de ocorréncia das plantas, estas podem estar
mais expostas a modificagdes por fatores ambientais. Existem genotipos com
maior ou menor grau de plasticidade fenotipica, permitindo a ocorréncia de seus
representantes em ambientes diversos ou ndo. Por conseguinte, a plasticidade

fenotipica ¢ a habilidade de um organismo alterar sua fisiologia e ou morfologia
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em resposta a mudancas nas condigdes ambientais. Habilidade esta
particularmente importante para as plantas, cujo estilo de vida séssil requer que
as mesmas lidem com diferentes condigdes ambientais. Deve-se lembrar que a
plasticidade fenotipica ndo implica necessariamente adaptagdo, que pode ser,
inclusive, negativa (SCHLICHTING, 1986).

De acordo com a pesquisa realizada por Melo et al. (2007), concluiu-se
que ¢ possivel aumentar a propor¢do de tecidos aerenquimaticos no cortex de
raizes de Paspalum paniculatum L. como consequéncia da exposi¢do dessa
espécie a um ambiente com defici€ncia hidrica ou inundagdo. O aumento na
propor¢ao de aerénquimas em raizes de plantas em regime de inundacdo tem
sido reportado como estratégia de armazenamento e manutencao da respiragao
aerobia do vegetal e, em condigdes de deficiéncia hidrica, como estratégia de

protecao contra perda de agua das células do cortex para o solo.

2.5 Estudo do controle genético

Dentre os varios objetivos alcancados pelo melhoramento de plantas, um
dos mais importantes ¢ o aumento da produtividade associada a boa qualidade
do produto final designada ao consumo. Estes podem ser obtidos por meio de
melhorias na popula¢do e ou por meio de modificagdes ambientais. A grande
maioria dos genotipos possui uma expressiva diversidade genética. Sendo assim,
possivel selecionar e recombinar linhagens que sejam relevantes para um
programa de melhoramento. Em certas situagdes, o melhoramento de plantas € o
principal método para se conseguir o aumento na produtividade e ainda possui
relevante vantagem em relagdo a melhoria do ambiente, ou seja, de transmitir as
caracteristicas aos descendentes uma vez que estas sejam hereditarias.

Varios métodos foram desenvolvidos para o estudo de controle genético

em funcdo da natureza do carater, isto €, se sdo qualitativos ou quantitativos e de
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acordo com a espécie estudada, se autdbgama ou alégama. Os detalhes das
metodologias utilizadas sdo encontrados em varios livros-texto (CRUZ;
REGAZZI; CARNEIRO, 2004; FALCONER, 1981; MATHER; JINKS, 1984;
RAMALHO; SANTOS; ZIMMERMANN, 1993).

No caso do milho, tem-se utilizado com maior frequéncia os
cruzamentos dialélicos e 0 método proposto por Mather em 1949.

No método de Mather, sdo utilizadas as linhagens parentais contrastantes
fenotipicamente para o carater analisado. as geracoes F,, F, e os
retrocruzamentos sdo, entdo, obtidos e simultaneamente avaliados com as
linhagens. Contudo, torna-se necessario avaliar um maior numero de individuos
nas geragoes segregantes, em torno de 100 a 200 plantas na geracao F,; de 50 a
150 plantas nos retrocruzamentos e, nas geragdes dos pais e da F;, em torno de
20 a 40 plantas, pois ndo se observam grandes variagdes nessas geragoes (LIMA,
2006).

As estimativas de parametros genéticos e fenotipicos sdo de grande valia
no melhoramento de plantas,auxiliando os melhoristas na tomada de decisdes a
respeito do método de melhoramento a ser empregado ¢ do modo de condugao e
de selecdo nas populacdes segregantes a ser seguido. A obtengdo dessas
estimativas colabora para que o melhoramento de plantas permita aos
melhoristas avaliar as probabilidades de sucesso no programa com antecedéncia
(CARNEIRO, 2009).

Essas estimativas podem ser conseguidas utilizando-se componentes de
médias e/ou varidncias (RAMALHO; SANTOS; ZIMMERMANN, 1993). O
emprego da variancia € preferido, uma vez que o uso de médias pode induzir a
conclusdes erroneas, pois o que se obtém no final € uma soma algébrica dos
efeitos de cada um dos locos em separado e, se os dominantes estiverem atuando
em sentido contrario nos varios locos, o resultado final pode ser nao

significativo ou nulo. O mesmo ndo ¢ notado quando se faz o uso da variancia,
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pois os efeitos individuais de cada loco sdo elevados ao quadrado. A variancia
também permite que sejam estimados a herdabilidade ¢ o ganho esperado com a
selegdo. Por isso, muitas vezes, ela tem sido preferida, mesmo que sua estimagdo
seja mais dificil, ou seja, suas estimativas estdo sujeitas a mais erros
experimentais, quando comparadas a estimativas de médias (VENCOVSKY;
BARRIGA, 1992).

A esséncia do estudo da variagdo de um carater é reparti-la em
componentes de variacdo que podem ser atribuidos a fatores distintos. A
grandeza relativa desses componentes de varidncia determina as propriedades
genéticas da populacdo para um determinado carater (FALCONER, 1996).
Todavia, do ponto de vista estatistico, componentes de varidncia sdo varidncias
associadas aos efeitos aleatorios de um modelo matematico (BARBIN, 1993).

A estimativa da herdabilidade pode ser utilizada para separar diferencas
genéticas e ndo genéticas entre individuos de uma populagdo. Desta forma, é
possivel estimar os ganhos genéticos a cada ciclo de selecdo e, dentre os
métodos de selegdo, escolher o mais adequado a ser aplicado. Esta estimativa ¢é
decomposta em duas outras, no sentido amplo e no sentido restrito, de maneira a
atender a ambos os sentidos admissiveis para hereditariedade (FALCONER,
1996).

Estudos do controle genético de caracteres relacionados ao milho t€m
sido frequentes na literatura. Entretanto, ndo existem trabalhos que se refiram ao
controle genético do enrolamento do limbo foliar. Deste modo, estudos que
busquem esclarecer os fatores que afetam esse carater sdo importantes para os
programas de melhoramento que visam ao desenvolvimento de cultivares com

caracteristicas agronomicas superiores.
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3 CONCLUSOES

A linhagem LE possui potencial para ser utilizada como fonte de
germoplasma para melhoramento sob condicdes de BDA por apresentar
plasticidade morfologica para as seguintes caracteristicas: numero de estomatos;
indice estomatico; células buliformes; espessura das fibras de esclerénquima;
espessura do mesofilo e das paredes anticlinais.

A caracterizagdo anatomica radicular dos dois acessos de milho nos
permitiu concluir que o acesso LE possui caracteristicas que favorecem a
adaptagdo a ambientes sob BDA.

A decomposi¢do ndo-ortogonal da soma dos quadrados dos parametros
avaliados mostrou que a variabilidade genética presente em F, deveu-se aos
efeitos génicos aditivos. As estimativas dos componentes de varidncia
mostraram que o efeito aditivo em relagdo aos de dominancia foi expressivo,
caracterizando interacgdo alélica aditiva.

O enrolamento do limbo foliar possui controle oligogénico, sendo assim
um carater de facil selecao.

Os resultados evidenciam que ha possibilidade de obtengdo de gendtipos
homozigdticos superiores ¢ que os ganhos nos ciclos de selegdo serdo
satisfatorios, uma vez que o componente de natureza aditiva € predominante na

expressdo do carater.
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Caracteristicas anatdémicas foliares e seu papel no enrolamento foliar
em milho
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Resumo - Caracteristicas anatdmicas podem ser modificadas em fungdo de
mutagdo génica e/ou efeito ambiental. No entanto, especificamente no caso do
milho, algumas linhagens possuem o limbo foliar enrolado, mesmo em
condi¢des otimas de umidade. Em vista dessa carracteristica, essas linhagens de
milho podem contribuir para programas de melhoramento que visam a obtencgao
de cultivares adaptadas a estresses causados por baixa disponibilidade de agua
(BDA). Sendo assim, este trabalho teve como objetivo comparar a anatomia
morfologica das folhas entre duas linhagens de milho e investigar que estruturas
sdo responsaveis pelo enrolamento permanente do limbo foliar. Os seguintes
caracteres foram mensurados: didmetro polar dos estomatos, densidade
estomatica; indice estomatico; espessura da epiderme adaxial e adaxial;
espessura do mesofilo e da cuticula; numero; didmetro polar e distancia entre os
feixes das células buliformes; espessura das fibras para verificar possiveis
modificagdes e suas relagcdes de estrutura e funcdo. Esse enrolamento parece
estar relacionado a uma menor quantidade de células buliformes e de fibras de
esclerénquima na linhagem com limbo foliar enrolado, com potencial para ser
utilizada como fonte de germoplasma para melhoramento sob condi¢des de
BDA.

Termos para indexagdo: Zea mays, tolerancia a estresse abioticos, anatomia.
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Leaf anatomical characteristics and its role in maize leaf rolling

Abstract - Anatomical  characteristics can  be modified by mutation and / or
environmental effects. There are corn lines which have the curled leaf in optimal
conditions of humidity; they could contribute to breeding programs for cultivars
adapted to stress low water availability (LWA). This study aimed to compare
morph anatomical leaves between two maize lines in order to elucidate which
structures are responsible for the leaf curl permanent. We
measured the following traits: polar diameter of the
stomata, stomata density, stomata index, thickness, epidermis and adaxial
mesophyll thickness and cuticle, number, polar diameter and distance
between the beams bulliform cells, and thickness of the fibers, for checking
possible changes and their relationship of structure and function. This
winding seems to  be  related with a  smaller amount of  buliforms
cells and sclerenchyma fibers in line with curled leaf and this line has potential
to be used as a source of germplasm for improvement under conditions LWA.

Index terms: Zea mays, abiotic stress tolerance, anatomy
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Introducéo

A cultura do milho destaca-se por seu alto valor econdmico,
constituindo, de forma relevante, parte da dieta basica humana e animal, sendo
sua producdo potencilamente signficativa para o mundo. Estima-se que este
cereal participe como matéria-prima de aproximadamente 600 produtos
(Pinazza, 1993). Como base alimentar humana, tem importancia crescente em
extensas regides do Brasil e do mundo (Souza & Braga, 2004).

Contudo, sabe-se que as plantas cultivadas estdo expostas
constantemente a estresses abioticos que afetam diretamente a producdo. Dentre
esses, destacam-se periodos de seca decorrentes de precipitacdes irregulares e
veranicos (Pinto et al., 2008). Alteragoes nas relagdes hidricas sdo de suma
importancia, pois mesmo pequenas modificacdes nas condi¢des hidricas podem
reduzir o crescimento da planta, ainda que ndo se observem as respostas tipicas
das plantas nessas condi¢des, como a murcha e enrolamento das folhas (Silva et
al., 2008).

Em milho, por exemplo, sobretudo no periodo critico da cultura -- do
pendoamento ao enchimento de graos, a disponibilidade de agua pode provocar
modificagdes no comportamento vegetal cuja irreversibilidade vai depender do
genoétipo, da duracdo, da severidade e do estadio de desenvolvimento da planta
(Santos & Carlesso, 1998).

Os fatores ambientais também influenciam diretamente a
morfologia foliar, que se destaca nas relagdes com a produgdo vegetal
(Castro et al., 2009).

Por exemplo, as células estomaticas sao formadas depois de uma
sequéncia de divisdes assimétricas que ocorrem durante o
desenvolvimento da folha. Assim, a densidade estomatica e a distribuicdo

dos estomatos na superficie das folhas sdo regulados geneticamente
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durante esse periodo (Nadeau & Sack, 2002). No entanto, a ontogenia dos
estdmatos responde a fatores ambientais como intensidade de radiagdo,
temperatura, disponibilidade hidrica, dentre outros (Chen et al., 2001).

O milho vem sendo exaustivamente estudado e melhorado (SANGOI et
al., 2002). Durante uma das avaliagdes experimentais do programa pos-
graduagdo em Genética e Melhoramento de Plantas da UFLA, estudantes e
professores observaram que dentre diversas progénies de milho, uma se
destacava pelo seu fenotipo diferenciado. Esta possuia o enrolamento
permanente do limbo foliar.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo
morfoanatomica foliar de dois acessos de milho do banco de germoplasma da
UFLA/DBI: LE — linhagens com as folhas enroladas e L5 — linhagem com as
folhas normais, a fim de verificar quais as estruturas responsaveis pelo

enrolamento permanente do limbo foliar.

Materiais e Métodos

O ensaio foi conduzido em casa de vegetagdo na area experimental do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, no municipio de
Lavras, localizado na regido Sul de Minas Gerais. O local apresenta altitude de
910 metros e coordenadas geograficas de 21°58” de latitude Sul e 45°22° de
longitude Oeste.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC), onde cada parcela foi composta por uma planta. Foram plantados vasos
de 3,5 litros, preenchidos previamente com substrato comercial, cinco plantas
com o limbo foliar normal (L5) e cinco plantas com o limbo foliar enrolado
(LE). Os tratos culturais foram os mesmos recomendados para a cultura da

regido (Fancelli & Dourado Neto, 2000).
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As amostras foram colhidas, quando as plantas estavam no estadio V2
de desenvolvimento. Foram coletados fragmentos na regido mediana de duas
folhas de cada vaso, os fragmentos foram fixados em F.A.A. 70, por 48 horas e
posteriormente preservados em etanol 70%, até a data das analises (Johansen,
1940), que foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

Amostras coletadas entre o bordo e a nervura central na regido mediana
foram seccionadas em cortes transversais ¢ paradérmicos. Os mesmos foram
submetidos ao processo de clarificagdo com hipoclorito de sddio a 50% e
posteriormente reidratados. Os cortes paradérmicos foram corados com
safranina; os transversais, corados com safrablau (safranina-azul de Astra),
sendo estes montados em laminas semi-permanentes com glicerina a 50%
(Kraus & Arduin, 1997).

Utilizou-se microscopio de luz acoplado a uma camara digital, com a
qual foram obtidas microfotografias das se¢des. Essas foram utilizadas para as
medicles das caracteristicas anatdomicas, pelo software de andlise de imagem
Imagetool, calibrado com réguas microscopicas, fotografadas nos mesmos
aumentos das fotografias.

Foram mensurados os seguintes caracteres: diametro polar dos
estomatos (DP); densidade estomatica (DE); indice estomatico (IE); espessura
da epiderme adaxial (EAD); espessura da epiderme abaxial (EAB); espessura do
mesofilo (MF); espessura da cuticula (CT); ntimero de células buliformes em
uma distancia de 4 mm do limbo foliar (NCB); diametro polar das células
buliformes (DPCB); distancia entre os feixes (DF); numero de feixes em uma
distancia de 4 mm (NFCB), espessura das fibras (FB).

Quanto a sua normalidade, os dados foram testados pelo teste de

Shapiro-Wilk e, quanto & homocedacidade, pelo teste de Lavene. Ambos os
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testes apresentaram distribui¢do normal e varidncias homogéneas. Utilizou-se a

analise de variancia para as analises estatisticas dos resultados.

Resultados e Discussao

Os caracteres didmetro polar (DP), densidade estomatica (DE) e indice
estomatico (IE) das linhagens avaliadas estdo apresentados na Tabela 1. Como
pode ser observado, houve diferencas significativas (P < 0,01) em todos os
caracteres avaliados, exceto para o didmetro polar.

O carater didmetro polar ¢ um indicador do tamanho do estomato. O
diametro dos estdmatos pode variar em fungdo de fatores ambientais e também
pelo gendtipo do individuo. Estdmatos menores podem reduzir a transpiragdo,
conferindo as plantas de folha enrolada caracteristicas de tolerancia ao estresse
hidrico (Castro et al., 2009). Entretanto, ndo ha indicativos de redugdo no
tamanho dos estomatos entre essas duas linhagens.

As menores médias observadas para DE na face abaxial ocorreram nas
plantas de folhas enroladas (LE), sendo 25,99% menores que a linhagem L5.
(Tabela 1 e Figura 1). A face adaxial exibiu resultados semelhantes, com os
valores 19,43% inferiores a L5 (Tabela 1). A DE esta diretamente relacionada as
caracteristicas de trocas gasosas foliares e, dessa forma, tem influéncia na
transpiracdo e na captacdo de CO, (Castro et al., 2009). Esse carater pode variar
em relag@o aos fatores ambientais como o alagamento e o estresse hidrico (Grisi
et al., 2008). Assim como o didmetro polar, a menor densidade estomatica das
folhas do fenétipo com folha enrolada denota caracteristicas de tolerancia ao
estresse hidrico.

Na face abaxial, o IE foi mais baixo no fenétipo com folha enrolada
(Tabela 1). O valor encontrado para a LE ¢, em média, 15,34% inferior em

relacdo a LS. Esse comportamento foi semelhante ao encontrado na face adaxial
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das folhas (Tabela 1). O indice estomatico representa o investimento da planta
na producdo de estdmatos em relagdo a produgdo total de células epidérmicas
(Castro et al., 2009) e pode variar também em fungdo de fatores ambientais e/ou
genéticos.

A linhagem com folhas enroladas parece exibir um menor nimero de
estbmatos ¢ uma menor porcentagem de células epidérmicas que se
diferenciardo em células estomaticas, corroborando os dados da densidade
estomatica encontrados para esse genotipo ¢ demonstrando adaptacdo para uma

redugdo na quantidade de estomatos, reduzindo, dessa forma, a transpiragao.

Tabela 1 Indice estomatico (IE), didmetros polares dos estomatos (DP) e
densidade estomatica (DE) na epiderme abaxial ¢ adaxial de folhas de

milho
Diametro ) . . .
Densidade Estomatica  Indice Estomatico
Polar
Tratamentos

Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial

(um’)  (um’) (um?) (um’) (um’)  (pm’)

LE 43,23 40,41 31,43* 28.61* 17,10* 13,49*

L5 43,37 42.40 42.47* 35,51* 20,20* 17,10*

*significativo com 5% de probabilidade pelo teste F.
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Figura 1 Seg¢Oes paradérmicas de duas linhagens de milho (LE e L5) A:
linhagem com folhas enroladas (LE), face abaxial; B: linhagem com
folhas enroladas (LE), face adaxial; C: linhagem com folha normal
(LS), face abaxial; D: linhagem com folha normal (L5), face adaxial;
es: estdmato; ce :célula epidérmica. Barras: 50 um

Para os caracteres avaliados nas Secdes transversais, houve diferencas
significativas (P <0,01).

As espessuras das epidermes abaxial (EAB) e adaxial (EAD) podem
estar relacionadas as diversas propriedades fisiologicas da folha. Entretanto, a
espessura das células regulares desse tecido parece ndo estar relacionada a
curvatura das folhas observadas em LE, uma vez que n3o foram verificadas
diferengas significativas para esse carater.

A espessura do mesofilo (MF) exibiu valores 18,84% superiores em LE
comparados as espessuras do mesofilo em L5 (Tabela 2 e Figura 2). O mesofilo
mais espesso pode estar relacionado a maior formacdo de clorénquima nas
folhas, pois, com o mesofilo homogéneo, um investimento em espessura pode se
relacionar a um aumento na quantidade de células fotossintéticas, no intuito de
aproveitar a radia¢do incidente, que ¢ reduzida com o enrolamento da folha, ja
que a area foliar se reduz nessa situagao.

Na figura 1, pode-se observar que nas microfotografias das secdes da LE
(A e B), as células ordinarias da epiderme exibem paredes anticlinais sinuosas
menos acentuadas, quando comparada as da L5 (C e D). De acordo com Castro
et al, (2009), cultivares que exibem paredes anticlinais mais acentuadas,

aumentam a superficie de captacdo de energia luminosa. Entretanto, essa
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redugdo exibida pela LE ndo reduz sua eficiéncia na absor¢do de energia, pois
como visto anteriormente, esta linhagem possui um mesofilo mais espesso e,
consequentemente, maior investimento em parénquima clorofiliano. Além disso,
por serem menos sinuosas, as paredes anticlinais sdo mais espessas, 0 que
contribui para a redugdo da perda de agua.

A espessura da cuticula (CT) foi reduzida em 20,15% nas folhas da
linhagem LE em comparacdo a L5 (Tabela 2 e Figura 2). Essa redu¢ao pode
estar relacionada a maior exposicdo das folhas de L5 a radiagdo, pois possuem
uma maior area foliar e, dessa forma, uma maior area de incidéncia da radiagao.

Portanto, a maior CT esta relacionada a uma restricdo a transpiragdo
(Riederer & Miiller, 2006). Esse fato ilustra que as folhas de LE podem reduzir a
transpiracdo com seu enrolamento e, assim, ndo investem tanto na cuticula.
Podem formar um microambiente entre as faces enroladas que permitem reter
mais agua e reduzir a transpiracdo de forma semelhante a que ocorre em criptas
estomaticas.

O ntmero de células buliformes (NCB) foi 22,35% superior nas folhas
de L5 em comparagdo a LE (Tabela 2 e Figura 2). Ocorreram ainda valores
6,06% superiores no diametro polar das células buliformes (DPCB) em LS,
configurando células maiores nessa linhagem, comparativamente a LE. De
acordo com Esau (2000), tanto o dobramento quanto o enrolamento das folhas
estdo associados a atuagdo de células motoras; as células buliformes. Apesar de
ndo haver diferencas em relacdo a distdncia entre os conjuntos de células
buliformes (DCCB) e quanto ao nimero de conjuntos de células buliformes
(NCCB), em ambas as caracteristicas, foram observados valores ligeiramente
menores em LE (Tabela 2 e Figura 2). A espessura das fibras (FB) foi 27,92%
superior em L5 em comparagdo a LE (Tabela 2).

Esses dados permitem fazer inferéncias sobre o papel das células

buliformes nas plantas com o fenotipo enrolado, sendo que, em LE, as células
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buliformes ocorreram em menor numero ¢ em tamanho menor, comparadas as
de L5. Portanto, pode-se observar que uma maior quantidade de células
buliformes ¢ o seu maior tamanho promovem uma abertura maior da lamina
foliar, expondo uma area foliar maior em L5. Os menores valores dessas
caracteristicas observados em LE explicam as dificuldades que as plantas dessa
linhagem tém em promover a abertura da lamina foliar e, dessa forma,
permanecerem enroladas ao longo de todo o dia.

Em relagdo a LE, outro fator que pode ter influenciado no enrolamento
da folha foi a maior espessura das fibras de esclerénquima da L5, podendo
dificultar o enrolamento dessas folhas. Na linhagem com menor quantidade de
fibras (LE), o enrolamento pode ser facilitado e, em L5, com a maior quantidade
de fibras, o enrolamento ¢ dificultado e mais energia seria necessaria para

promover o enrolamento.
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Tabela 2 Diferencgas nas caracteristicas anatomicas de duas linhagens de milho

L1

Caracteristicas LE
EAD (pm) 28,30
EAB (um) 17,32

MF (um) 136,45%
CT(um) 8,36*
NCB(pm) 16,5%

DPCB(pm) 73,19%
DCCB(pum) 0,60
NCCB(um) 5,58

FB(pm) 35,43%

29,48
16,68
114,82%*
10,47*
21,25%
77,91%*
0,66
5,97
49,16*

EAD: espessura da epiderme adaxial, EAB: espessura da epiderme abaxial, MF:
espessura do mesofilo, CT: espessura da cuticula, NCB: numero de células
buliformes em uma distancia de 4 mm do limbo foliar, DPCB: didmetro polar
das células buliformes, DF:distancia entre os conjuntos de células buliformes,
NCCB: nimero de conjuntos de células buliformes em uma distdncia de 4 mm,
FB:espessura das fibras. *significativo a 5% de probabilidade pelo teste F



40

Figura 2 SegoOes transversais da nervura central (1A e 1B) barra = 100um,
mesofilo (2A e 2B) barra = 30um e regido da lamina foliar (3A e 3B)
barra = 100pum, de duas linhagens de milho, sendo: LE, com o limbo
foliar enrolado (A), e L5, com o limbo foliar normal (B)
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Conclusoes

A linhagem LE possui potencial para ser utilizada como fonte de
germoplasma para melhoramento sob condi¢des de BDA por apresentar
plasticidade morfoldgica para as seguintes caracteristicas: nimero de estdmatos;
indice estomatico; células buliformes; espessura das fibras de esclerénquima;

espessura do mesofilo e das paredes anticlinais.
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Caracteristicas anatémicas radiculares em duas linhagens de milho
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Resumo - O valor econdmico do milho pode ser atribuido a sua forma
ampla e diversa de utilizagdo. Em fungdo disso, o milho vem sendo estudado e
melhorado desde a sua domesticacdo até os dias atuais. Ha linhagens de milho
que possuem o limbo foliar enrolado mesmo em condigdes 6timas de umidade,
sendo que estas linhagens podem contribuir para programas de melhoramento
que visam a obtencdo de cultivares adaptadas a estresses causados por baixa
disponibilidade de agua (BDA). Este trabalho teve como objetivo caracterizar a
anatomia radicular de dois acessos de milho do banco de germoplasma a fim de
caracteriza-las e relaciona-las as suas possiveis fung¢des. Para isto, foram
mensurados os seguintes caracteres: espessura da epiderme e da endoderme;
diametro da raiz; espessura do cortex; didmetro da célula do metaxilema;
numero de metaxilema; didmetro do cilindro vascular, além do indice de
vulnerabilidade de Carlquist, para verificar possiveis modificacdes e suas
relagdes estruturais e funcionais. As analises comparativas das caracteristicas
anatdmicas revelaram caracteristicas relevantes na linhagem com limbo foliar
enrolado, portanto com potencial para ser utilizada como fonte de germoplasma
para melhoramento sob condigdes de BDA.

Termos para indexagdo: Zea mays, tolerancia a estresse abioticos, anatomia.
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Root anatomical characteristics in two maize lines

Abstract - The economic  valueof comisdue to  different forms of
use. Then, corn is being studied and improved since its domestication. There are
corn lines which have the curled leaf in optimal conditions of humidity and
they could contribute to breeding programs aimed to obtaining cultivars adapted
to stress by low water availability (LWA). This study aimed
to characterize the anatomic root of two accessions of maize to define and relate
them to their possible functions. For this, we measured the following traits:

thickness of epidermis and endodermis, root diameter, cortex thickness,
diameter of metaxylem cell, number of metaxylem, diameter of vascular
cylinder, and the index of vulnerability Carlquist, to investigate

possible changes and their relationship to structure and function. Comparative
analysis of the anatomical features shown traits related to lines with curled leaf,
and this has the potential to be used as a source of germplasm for breeding under
conditions of LWA.

Index terms: Zea mays, abiotic stress tolerance, anatomy.
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Introducéo

O valor econdmico do milho (Zea mays L. spp mays) deve-se,
principalmente, a sua forma ampla e diversa de utilizagdo. Assim, em razédo de
sua relevancia socioeconomica, o0 milho vem sendo estudado e melhorado desde
a sua domesticacao até os dias atuais.

Nos ultimos periodos, grande parte da populagdo mundial passou a
comprar seus alimentos em vez de planta-los. A estabilizagdo entre a oferta ¢ a
demanda por alimentos passa, necessariamente, por um aumento da
produtividade e/ou da area agricultavel. Diante desse cenario, o Brasil surge
como um pais estratégico, por contar com a maior fronteira agricola do mundo.
Porém, algumas incertezas estdo se delineando para o futuro préoximo, com o0s
possiveis cenarios relacionados as mudangas climaticas, decorrentes do
fendmeno chamado aquecimento global (Stefano & Salgado, 2010).

Diante dessas perspectivas, disponibilizar gen6tipos produtivos e com
caracteristicas de tolerancia a estresses abioticos -- especialmente ao estresse
causado por baixa disponibilidade de agua (BDA) -- é um desafio continuo para
os programas de melhoramento, pois esta ¢ a maior fonte de instabilidade da
produgdo de graos de milho e outros cereais em areas tropicais. Além disso, a
herdabilidade para a caracteristica produgdo de grios ¢é baixa. Portanto,
genodtipos melhor adaptados € com maior rendimento poderiam ser mais
eficientes se os atributos que conferem rendimento sob condigdes limitantes de
agua pudessem ser identificados ¢ usados como critérios de selegdo (Duraes,
2004).

Adaptacdes sdo resultados de interagdes genotipos por ambientes. O
genotipo corresponde a constituicdo genética que determina a direcdo geral do
desenvolvimento do organismo. Todavia, esse desenvolvimento pode ser

influenciado por condicdes ambientais as quais o organismo em
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desenvolvimento esta exposto. Como resultados da agdo das condigdes
ambientais, as caracteristicas morfologicas e fisioldgicas previamente definidas
pelo genodtipo podem ser modificadas, expressando um fendtipo particular. Por
conseguinte, a determinac@o genética e os fatores ambientais agem em conjunto
no desenvolvimento do individuo. Organismos com plasticidade fenotipica t€ém
vantagens sobre aqueles que sdo menos adaptaveis e com isso possuem maior
chances de sobrevivéncia no ambiente (Castro et al., 2009).

Sendo assim, observa-se a estreita relacdo existente entre a morfologia
externa e interna da planta com a sua fisiologia e ecologia. Cada tipo de
adaptacdo nos orgdos, tecidos, células, ou mesmo expressdo de genes estd
relacionada a uma funcdo que podera prover beneficios ao organismo,
aumentando sua adaptabilidade e estabilidade. Sendo assim, ndo ¢ aconselhavel
dissociar a estrutura e a fungdo de uma planta, se desejamos compreender de
forma mais holistica a biologia desta planta (Castro et al., 2009).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo
anatomica radicular de dois acessos de milho do banco de germoplasma da

UFLA/DBI a fim de caracteriza-la e relaciona-la com suas possiveis fungdes.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na area experimental
do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, no municipio
de Lavras, localizado na regido Sul de Minas Gerais. O local apresenta altitude
de 910 metros e coordenadas geograficas de 21°58’ de latitude Sul e 45°22° de
longitude Oeste. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado (DIC), onde cada parcela foi composta por uma planta. Foram
semeadas em vasos de 3,5 litros preenchidos previamente com substrato

comercial, cinco plantas com o limbo foliar normal (L5) e cinco plantas com o
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limbo foliar enrolado (LE). Os tratos culturais foram os mesmos recomendados
para a cultura na regido (Fancelli & Dourado Neto, 2000).

As amostras foram colhidas quando as plantas estavam no estadio V2 de
desenvolvimento. Para as analises do sistema radicular, todas as plantas foram
coletadas inteiras, retirando-se os blocos de substrato, sendo posteriormente
lavadas em agua corrente. Cinco raizes completas foram amostradas
aleatoriamente em cada planta da parcela. As mesmas foram fixadas em solucao
de formaldeido, 4cido acético e etanol 70% (FAA70) (Johansen, 1940) por 48
horas e, em seguida, preservadas em etanol 70% até a data das andlises. As
raizes foram cortadas a 4+ 0,5cm a parir do apice radicular. Os fragmentos de
raizes foram utilizados para a realizacdo das se¢des transversais em microtomo
de mesa. Os cortes foram clarificados com hipoclorito de sédio a 5% por 10min,
reidratados por 10min, corados com safrablau (solu¢ao de 30 ml de safranina a
0,1% e 70 ml de azul de Astra a 1%) e montados em ldminas com glicerina 50%
(Kraus & Arduin, 1997).

Utilizou-se microscopio de luz acoplado a uma camara digital, com a
qual foram obtidas fotomicrografias das se¢des. Essas foram utilizadas para as
medicOes das caracteristicas anatomicas, pelo software de andlise de imagem
Imagetool, calibrado com réguas microscopicas, fotografadas nos mesmos
aumentos das fotomicrografias.

As caracteristicas anatdmicas mensuradas foram: espessura da epiderme
(EP); espessura da endoderme (EN); diametro da raiz (DM); espessura do cortex
(EC); diametro da célula do metaxilema (DX); numero de metaxilema (NX);
diametro do cilindro vascular (DC) e o indice de vulnerabilidade de Carlquist
(IV). Para a determinacao das médias, foram realizadas quatro medi¢des de cada
caracteristica anatdmica, em cada repetigdo. O IV foi calculado com base na

divisdo da média do diametro dos vasos pelo nimero de vasos.
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Quanto a normalidade, os dados foram testados pelo teste de Shapiro-
Wilk e quanto & homocedacidade, pelo teste de Lavene. Ambos os testes
apresentaram distribuicdo normal e varidncias homogéneas. Realizou-se a
analise de varidncia ¢ o teste F foi usado para classificar as médias dos dois

tratamentos.

Resultado e Discussao

De acordo com a analise anatomica radicular, pode-se inferir que nao
ocorreu diferenca significativa (P< 0,05) para a espessura da endoderme (EN).
No entanto, para os demais caracteres anatomicos mensurados, houve
diferencas.

A formagdo da endoderme estd associada ao estresse por baixa
disponibilidade de agua (BDA) e pode estar agindo concomitantemente com a
reducdo da capacidade hidraulica da planta nestas condi¢des, demostrando ser
um fator significante para a preservacao de agua nas plantas em tais condigdes.
Entretanto, esta caracteristica ndo diferiu significativamente para as linhagens
avaliadas.

A espessura da epiderme (EP) foi maior, em média em LE 9,70%,
quando comparada a de L5 (tabelal). Esse acréscimo € uma caracteristica que
favorece a linhagem, conferindo-lhe o fenétipo folha enrolada, pois forma uma
barreira contra a entrada de microorganismos patogé€nicos (Esau, 1974) e,
também, contra a entrada de substancias tdxicas presentes em solo sob estresse
hidrico (Kozlowski, 1997).

A espessura do cortex (EC) apresentou valores 10, 95% inferiores na LE
quando comparado a de L5 (tabelal). O cortex das plantas sob condigdes de
BDA pode ser modificado quanto ao seu didmetro ou ainda modificagdes

estruturais. Nas condi¢des de BDA, as células corticais sofrem uma reducao em
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seu turgor, ficando entdo menores ¢ isto pode ocasionar a reducdo na espessura
do cortex. Deste modo, é possivel relacionar a redugdo na EC a reducdo do
potencial hidrico dessas raizes, o que poderia auxiliar a planta a suportar tais
condi¢des ambientais.

O diametro da raiz (DM) exibiu valores 16,88% inferiores na LE,
comparado ao de L5 (tabela 1 e figural). A literatura relata que existe uma
correlagdo negativa entre o diametro da raiz e a condutividade hidraulica em
condigdes de BDA (Castro et al., 2009).

O diametro do metaxilema (DX) apresentou valores 21,06% menores na
LE, comparado ao de L5 (tabela 1). O nimero de metaxilema (NX) apresentou,
em média, uma reducdo de 6,70% em LE, relativamente ao de L5 e,
corroborando com os demais resultados, o didmetro do cilindro vascular (DC)
apresentou valores, em média, 10,46% menores na LE, quando comparado aos
de L5(tabela 1 e figura 1).

A presenga de vasos numerosos e estreitos, de elementos vasculares curtos e de
pontuagdes intervasculares pequenas tem sido interpretada como uma estratégia
do xilema secundario para garantir a seguranca da condutividade hidraulica em
ambientes com estresse hidrico. (Bass & Carlquist, 1985; Carlquist & Hoekman,
1985; Lindorf, 1994). Quanto maior o diametro dos vasos, maior a eficiéncia na
conducdo da seiva, bem como a suscetibilidade a embolia. Nesse sentido, a
presenga de vasos numerosos e estreitos contribui efetivamente para aumentar a
seguranga na condutividade hidraulica, pois, em virtude do seu menor diametro,
ocorre adesdo da 4gua junto a parede, diminuindo a possibilidade de rompimento
da coluna d'agua e, consequentemente, da formacdo de bolhas de ar e, dessa
forma, auxiliando na manuten¢do da condugdo de agua, embora em menores

taxas durante periodos de estresse hidrico.
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Tabela 1 Valores anatdmicos médios observados relacionados a raizes dos
diferentes acessos de milho

Caracteriticas LE L5
EP (um) 22,26 * 20,10%
EN (um) 15,59 14,55
DM (um) 1168,61* 1406,02*
EC (um) 330,39* 371,07*
DX (um) 98,994 125,48*
NX  (uni) 7,35% 8,85%
DC (um) 540,63* 603,82*

(EP): espessura da epiderme; espessura da endoderme (EN); didmetro (DM);
espessura do cortex (EC); diametro da célula do metaxilema (DX); nimero de
metaxilema (NX); didmetro do cilindro vascular (DC). *significativo com 5% de
probabilidade pelo teste F

Quanto ao indice de vulnerabilidade de Carlquist (IV) (figura 2), pode-
se observar um menor valor em LE (13,58), em relacdo a L5(14,41). O IV ¢ uma
relacdo que pode ser estabelecida quanto ao numero de vasos, ou seja, quanto
menos a relagdo entre o didmetro dos vasos e o seu numero por milimetro
quadrado, maior ¢ a xeromorfia e menor a vulnerabilidade do sistema de
condugdo hidraulica. Dessa forma, pode-se inferir que LE contribui para
aumentar a seguranca na condutividade hidraulica do xilema.

Na figura 1, podemos observar um ligeiro aumento na espessura da
exoderme da linhagem LE em relagdo a linhagem L5. Uma maior deposig@o de
lignina ou suberina na exoderme das raizes pode auxiliar na protecdo da planta

contra dessecagdo e morte das células do cortex (Castro et al., 2009).
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Figura 1 Secgdes transverssais de raizes de milho, A=Linhagem com limbo
foliar enrolado (LE), B=Linhagem com o limbo foliar normal (L5). A
barra corresponde a 10um

Figura 2 Secgdes transverssais de raizes de milho, A=Linhagem com limbo
foliar enrolado (LE), B=Linhagem com o limbo foliar normal (L5). A
barra corresponde a 100um

Concluséao

A caracterizagdo anatomica radicular dos dois acessos de milho nos
permitiu concluir que o acesso LE possui caracteristicas que favorecem a

adaptacao a ambientes sob BDA.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar o controle genético do
enrolamento do limbo foliar em milho. Foram utilizadas duas linhagens
contrastantes para o carater em questdo. A partir dessas duas linhagens, foram
obtidas as geragdes F;, F, e os retrocruzamentos. Os dados referentes ao
enrolamento do limbo foliar foram obtidos por planta. Estimaram-se os
componentes de média e de varidncia por meio do método dos quadrados
minimos ponderados. Para estimar os componentes de média, considerou-se o
modelo simplificado, denominado aditivo-dominante e para os componentes de
variancia, o modelo envolvendo variancia aditiva, varidncia de dominancia e
varidncia ambiental foram suficientes para explicar (R*>> 99%) o controle
genético do enrolamento do limbo foliar em milho, evidenciando que este
carater possui controle oligogénico, com predominancia de efeitos aditivos. O
alto valor da estimativa do coeficiente de herdabilidade permite inferir a
possibilidade de sucesso com a selegdo massal para o carater.

Palavras-chave: Zea mays L., componentes genéticos, herdabilidade.

! Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), C.P. 3037,
37200-000, Lavras, MG, Brasil
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INTRODUCAO

O milho ¢ cultivado em todos os estados do Brasil ¢ em quase todas as
propriedades agricolas, seja na agricultura familiar, seja na agricultura voltada
para exportagdo. E uma cultura de grande e diversificada utilizagdo na sociedade
moderna ¢ um dos produtos agricolas de mais ampla distribui¢do mundial, tanto
na produg¢do, quanto no consumo.

Esta cultura tem sido exaustivamente estudada e melhorada nas mais
particulares condi¢des de manejo (Sangoi et al. 2002). Dentre os varios objetivos
alcangados pelo melhoramento de plantas, um dos mais importantes é o
incremento na produtividade associada a boa qualidade do grao. Objetivos estes,
podem ser obtidos principalmente pelo melhoramento genético de plantas.

E sabido que o déficit hidrico reduz a area foliar das plantas através da
modificacdo na arquitetura do dossel vegetativo. Entretanto, o enrolamento e a
reducdo na expansdo das folhas ¢ a mudanca mais visivel na parte aérea dessa
cultura submetida a esse estresse (Carlesso 1995). Para Jordan (1983), o
enrolamento causa redugdo na area foliar efetiva da folha e, consequentemente,
na extensdo foliar fotossinteticamente ativa da planta, além de redugdo da
desidratacdo e reducdo no consumo de agua em periodos de elevada demanda
evaporativa.

Durante uma das avaliagdes experimentais do programa pos-graduagio
em Genética ¢ Melhoramento de Plantas da UFLA, estudantes e professores
observaram que, entre diversas progénies de milho, uma se destacava pelo seu
fenétipo diferenciado. Esta possuia o limbo foliar permanentemente enrolado. E
importante salientar que, conforme visto nos capitulos anteriores, esta linhagem
possui relevantes caracteristicas anatomicas que nos permite fazer inferéncias

sobre sua utilizagdo potencial como fonte de germoplasma para os programas de



58

melhoramento de plantas que visam ao desenvolvimento de cultivares tolerantes
a baixa disponibilidade de agua.

Deste modo, é importante conhecer os fatores genéticos responsaveis
pela heranga do enrolamento do limbo foliar em milho, pois podem contribuir
para a escolha do método de melhoramento mais eficiente a ser utilizado

Melhoristas do Programa de Genética e Melhoramento da UFLA
procuraram estudar quais seriam as causas genéticas do enrolamento do limbo

foliar em milho.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido na area experimental do Departamento de
Biologia (DBI), da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no municipio de
Lavras, localizado na regido Sul de Minas Gerais. O local apresenta altitude de
910 metros e coordenadas geograficas de 21°58” de latitude Sul e 45° 22° de
longitude Oeste.

Para o estudo do controle genético do enrolamento foliar, foram
utilizadas duas linhagens do programa de melhoramento de milho do
DBI/UFLA, contrastantes para o carater em questdo, sendo a linhagem com as
folhas enroladas (figuralA) denominada LE e L5, a linhagem com as folhas
normais (figura 1B). A partir dessas duas linhagens, foram obtidas as geragdes
Fi, F, e os retrocruzamentos.

Os genitores ¢ as populacdes segregantes foram avaliados no
delineamento de blocos casualizados, com duas repeticdes. A semeadura foi
realizada na safra de 2009/2010. As parcelas foram constituidas de duas linhas
de cinco metros de comprimento para os genitores € para a geracao F; e seis
linhas de oito metros para as demais geragdes. O espacamento foi de 60 cm entre

linhas. A densidade equivalente a 66.600 plantas/ha foi empregada em todas as
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populagoes. Foram avaliadas 42 plantas do genitor 1; 67 plantas do genitor 2; 62
plantas da populacdo Fi; 294 plantas da populagdo F, ; 199 plantas do RCy; e
166 RCy; (tabela 1).

Quando as plantas se encontravam no estddio de embonecamento,
também chamado de R1 (FANCELLI, 2000), foram coletados os dados de
enrolamento foliar. Para cada planta, foi estimada a razdo média a partir de 3
folhas acima da primeira espiga. A razdo do enrolamento foliar foi calculada,
com base na divisdo da largura da folha enrolada pela largura da mesma
desenrolada.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia. Os
componentes de média foram estimados através do método dos quadrados

minimos ponderados (Mather e Jinks 1984, Rowe e Alexander, 1980),

considerando o seguinte modelo: & =(C'NST'C)(C'NS'Y)™", em que p ¢
vetor dos pardmetros (M, a e d); C, matriz do modelo, sendo constituida da
média geral, contribuigdo dos locos em homozigose ¢ dos locos em
heterozigose; N matriz do nimero de plantas avaliadas dentro de cada geragdo; S
matriz das variancias associadas as gerages ¢ Y ¢ vetor dos valores médios
observados nas geragdes (Ramalho et al. 1993). As estimativas foram obtidas
com auxilio do software Mapgen (Ferreira ¢ Zambalde 1997).

Os componentes de variancia foram estimados utilizando o método dos
quadrados minimos ponderados interativos (ROWE ¢ ALEXANDER, 1980;
MATHER e JINKS, 1984), considerando o seguinte modelo:

N

L =(C'NC)'(C'NY)™" , emque 8 é o vetor dos pardmetros (6°s 6 pe 6 %);
C ¢ a matriz do modelo, sendo constituida pela variancia aditiva, dominante e
ambiental dentro de cada geragdo; N € matriz dos graus de liberdade associados

a cada populagdo e Y ¢é vetor das variancias observadas dentro de cada
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populagdo (Ramalho et al. 1993). A obteng@o das estimativas foi realizada com
auxilio do software Mapgen (Ferreira ¢ Zambalde 1997).

Foram obtidas as estimativas da herdabilidade no sentido restrito,
utilizando a expressdo descrita por Ramalho et al. (1993). Para a estimagdo do
numero de genes envolvidos no controle do carater, foi utilizada a expressdo

proposta por Wright em 1934 (Ramalho et al. 1993).

Figura 1 Linhagens do programa de melhoramento de milho da UFLA, A:
Linhagem com limbo foliar enrolado (LE); B: Linhagem com o limbo
foliar normal (L5)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As linhagens mostraram contrastantes positivos para o cardter em
estudo, ou seja, diferem na propor¢do de enrolamento do limbo foliar. A
diferenca entre as médias dos dois genitores foi de aproximadamente 55%
(Tabela 1). De acordo com Cruz e Regazzi (1994), tal fato ¢ imprescindivel para
a obten¢do de maior precisdo nas analises genéticas. A média da geracdo F; e F2
¢ semelhante e, aproximadamente, intermediaria a média dos parentais,
indicando que o tipo de interagdo alélica predominante ¢ a aditiva. Os
retrocruzamentos apresentaram meédias dentro do esperado, considerando o

genitor utilizado como recorrente (Tabela 1)

Tabela 1 Numero de individuos avaliados em cada populagdo, com as médias do
enrolamento foliar e o respectivo erro-padrdo, obtidos na safra
2009/10, em Lavras (MG)

Populacao Numero de Plantas Meédia Erro-Padrao
P, 45 0,4407 +0,054
P, 67 0,9714 +0,021
F, 62 0,6464 +0,0379
F, 294 0,5908 +0,018
RCy, 199 0,4971 +0,025
RC), 166 0,8094 +0,020

Com base nas médias das geracdes, as estimativas dos pardmetros
genéticos sdo apresentadas na tabela 2. Estas foram obtidas utilizando-se o
modelo reduzido composto pelos parametros m, a e d. E preciso salientar que
houve um bom ajustamento ao modelo adotado (R*> 99%).

O efeito genético aditivo foi mais importante na determinagdo do

carater, uma vez que o efeito de dominancia foi ndo significativo (tabela 2). E
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oportuno ressaltar o valor negativo para a. Isso se deve ao fato de que a

linhagem LE (m-a) apresenta menor razdo do que a linhagem L5 (m+a).

Tabela 2 Teste de escala conjunta para o carater enrolamento do limbo foliar em
milho envolvendo os pardmetros m, a e d, e valor do R*

Parametros Estimativa Erro-Padrao Prob>|t|
m 0,6795 +0,029 0,0002
a -0,2903 +0,029 0,002
d -0,066 +0,057 0,3334
R’ 0,998

As estimativas dos componentes de varidncia estdo apresentadas na
tabela 3. E necessario salientar que houve um bom ajustamento ao modelo
adotado (R*> 99%). Dessa forma, pode-se considerar que a variagio do
enrolamento do limbo foliar foi explicada pela variancia dos efeitos aditivos,
dominantes e ambientais.

Pode-se observar que a estimativa da variancia de dominancia, em
negativa, indica que esta deve admitir valor igual a zero. Este resultado
corrobora com o obtido nos componentes de média, ou seja, a varidncia aditiva ¢
a que predomina na expressdo do carater. Esse resultado é de fundamental
importancia para os programas de melhoramento. Quando ha predominancia da
interacdo alélica aditiva, a selecdo ¢é facilitada, porque individuos superiores
produzirdo uma descendéncia também superior.

No sentido restrito (h*=84%), a herdabilidade foi alta. Valores altos de
herdabilidade refletem a presenca do componente genético da variagdo
fenotipica na expressdo do carater, sugerindo que o mesmo proporciona ganho

expressivo com a selegdo (Tabela 3).
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Tabela 3 Estimativas dos componentes de varidncia e seus respectivos erros-
padrio e valor do R? (%), herdabilidade no sentido restrito, obtido para
o carater enrolamento do limbo foliar

Pardmetros Estimativa Erro-Padrio
67a 0,0288 +0,021
6% -0,0137 40,011
o’ 0,0053 +0,003
h?, 84%

R’ 0.9999

As estimativas do ntimero de genes, envolvidos no controle genético do
enrolamento do limbo foliar foi de 1,22 genes. E sabido que, havendo um
numero grande de genes envolvidos no controle de um carater, a selegdo ¢é
dificultada, pois a segregacdo em F, tende a uma distribui¢do continua. Contudo,
o controle do enrolamento foliar em milho € oligogénico. Deste modo, pode-se

inferir que a selegdo para este carater ¢ facilitada.

CONCLUSAO

A decomposi¢do ndo-ortogonal da soma dos quadrados dos parametros
avaliados mostrou que a variabilidade genética presente em F, deveu-se aos
efeitos génicos aditivos. As estimativas dos componentes de varidncia
mostraram que o efeito aditivo em relacdo aos de dominancia foi expressivo,
caracterizando interacgdo alélica aditiva.

O enrolamento do limbo foliar possui controle oligogénico, sendo assim
um carater de facil selecédo.

Os resultados evidenciam que ha possibilidade de obten¢do de gendtipos

homozigobticos superiores ¢ que os ganhos nos ciclos de selecdo serdo
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satisfatorios, uma vez que o componente de natureza aditiva ¢ predominante na

expressdo do carater.
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