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RESUMO

DOS SANTOS, Claudia Maria Prado. Magister Scientiae, Universidade Estadual do Oeste do
Parand, Julho — 2017. Caracterizacao de linhagens de milho e avaliacdo do controle genético
para tolerancia ao herbicida mesotrione. Orientador: Dr. Adilson Ricken Shuelter.

O uso de herbicidas para o controle de plantas daninhas na cultura do milho é amplamente
empregado no sistema de cultivo convencional brasileiro. Porém, a cultura pode apresentar
sintomas de toxicidade, os quais podem comprometer o desenvolvimento das plantas e reduzir a
produtividade. Portanto, este trabalho objetivou avaliar a resposta de 55 linhagens de milho a
aplicacdo de mesotrione e estudar o controle genético ligado a tolerancia das linhagens ao
herbicida. Os experimentos foram conduzidos na unidade experimental da empresa COODETEC
no municipio de Cascavel, na safra agricola de 2014/15 e na safrinha 2016. O esquema
experimental adotado foi o delineamento em blocos casualizados, com trés repeticdes. Os
parametros avaliados foram: teor de carotenoides, teor de clorofila e leitura em clorofilémetro. As
avaliacGes foram feitas nos estadios de desenvolvimento do milho V3 e V6. No experimento de
caracterizacdo foram avaliados os sintomas apresentados pelas plantas e 14 linhagens
apresentaram tolerancia ao herbicida. Foi observada a existéncia de variabilidade genética entre
linhagens para os indices de SPAD e para teores de carotenoides nos estadios de V3 e V6. As
linhagens CD11 e CD33 sdo indicadas para realizacdo de estudos sobre controle genético. Os
fatores genéticos aditivos sdo mais importantes do que os desvios de dominancia, indicando a
possibilidade de obtencdo de plantas homozigoéticas tolerantes ao herbicida. As estimativas de

herdabilidade observadas possibilitam a obtengdo de ganhos satisfatorios através da selegéo.

Palavras-chave: Carotenoides. Controle genético. Teor de clorofila.



ABSTRACT

DOS SANTOS, Claudia Maria Prado. Magister Scientiae, Universidade Estadual do Oeste do
Parang, July — 2017. Characterization of lines the corn and evaluation of genetic control for

tolerance to mesotrione herbicide. Advisor: Dr. Adilson Ricken Shuelter.

The use of herbicides to control weeds in maize is widely used in the conventional Brazilian
cultivation system. However, the crop may present symptoms of toxicity, which may compromise
plant development and reduce yield. Therefore, this work aimed to evaluate the response of 55
maize lines to the application of mesotrione and to study the genetic control linked to the
tolerance of the lines to the herbicide. The experiments were conducted at the experimental unit
of the company COODETEC in the Cascavel, in the agricultural year of 2014/15 and in the 2016.
The experimental adopted was a randomized complete block design with three replications. The
evaluated traits were carotenoid content, chlorophyll content and chlorophyll meter reading. The
evaluations were made at the stages maize of development of V3 and V6. In the characterization
experiment the symptoms presented by the plants were evaluated and 14 lines showed tolerance
to the herbicide. Was observed genetic variability between strains for SPAD and carotenoid
contents in the V3 and V6 stages. The CD11 and CD33 lines are indicated for studies on genetic
control. The additive genetic factors are more important than the deviations of dominance,
indicating the possibility of obtaining homozygous plants tolerant to the herbicide. The observed
herdability estimates allow the achievement of satisfactory gains through selection.

Keywords: Carotenoids. Chlorophyll content. Genetic control.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é uma espécie cultivada com alta capacidade de absorcdo de agua
e nutrientes, bem como na utilizacdo da radiacao solar. No entanto, a capacidade do gendtipo em
expressar 0 maximo potencial produtivo pode ser afetada por adversidades climaticas, bem como
por fatores bidticos, como as plantas invasoras (ARGENTA et al., 2003).

A ocorréncia de invasoras nas lavouras de milho pode limitar o crescimento e
desenvolvimento das plantas, bem como reduzir significativamente a produtividade. As plantas
daninhas apresentam elevado grau de adaptacéo e se perpetuam com maior facilidade, pois tém
alta capacidade de germinacéao, desenvolvimento e reproducdo em condicdes climaticas adversas,
como estresse hidrico ou umidade excessiva, temperaturas extremas, baixa fertilidade, elevada
salinidade, acidez ou alcalinidade (EMBRAPA, 2017).

O grau de interferéncia de plantas daninhas sobre uma determinada cultura depende de
diversos fatores, como espécie, densidade, distribuicdo e, também, do periodo em que elas
competem com a cultura pelos recursos limitados (PITELLI; DURIGAN, 1984). A competicdo
por recursos do meio, como agua, luz e nutrientes, na fase inicial do desenvolvimento da cultura é
extremamente prejudicial e pode acarretar perdas na produtividade do milho (RAJCAN;
SWANTON, 2001).

O nivel tecnoldgico adotado também influencia sobre a expressdo do potencial produtivo
das plantas de milho, sendo que o controle de plantas daninhas no cultivo pode ser feito atraves
da rotacdo de culturas, do controle mecanico ou quimico. O controle quimico, através do uso de
herbicidas, é o mais utilizado em extensas areas de plantio devido a sua acdo rapida e eficaz sobre
uma ampla gama de espécies de plantas daninhas (KARAM et al., 2010). No Brasil, existem 215
herbicidas registrados para a cultura do milho no Brasil e a maioria apresenta seletividade as
plantas (AGROFIT, 2017), destacando-se entre aqueles aplicados em pds-emergéncia 0s
ingredientes ativos Atrazine, Mesotrione, Nicosulfuron e Tembotrione (TIMOSSI, 2009).

De maneira geral, os hibridos comerciais de milho séo tolerantes aos principais herbicidas
registrados para a cultura do milho, incluindo o Mesotrione [2-(4-mesyl-2-nitrobenzoyl)

cyclohexane-1,3-dione)] (JOHNSON et al., 2002). No entanto, em trabalhos de melhoramento

que visam obter novas linhagens por meio do cruzamento com hibridos comerciais tolerantes,



tem sido verificado o aparecimento de sintomas em plantas de populacGes segregantes, como 0
branqueamento das folhas, reducdo do crescimento e até mesmo a interferéncia no processo
reprodutivo, seja pelo retardamento da floracdo ou inibicdo da liberacdo da flor feminina,
denominada de boneca.

O conhecimento do controle genético de determinada caracteristica € essencial para o
processo de selecdo de genotipos de interesse e para a definicdo de estratégias de melhoramento
(CRUZ et al., 2004), bem como do manejo a ser adotado pelos produtores para o controle das
plantas daninhas (VARGAS et al.,, 2001; CHRISTOFFOLETI; OVEJERO, 2008; ROSO;
VIDAL, 2011). Os atributos genéticos de uma espécie normalmente governada por um ou poucos
genes quando apresentam classes fenotipicas facilmente distinguidas umas das outras, e
quantitativos quando podem ser determinados por varios genes e muito influenciados pelas
condicdes de ambiente (ALLARD, 1971). Nesse contexto, o controle genético para tolerancia aos
diferentes mecanismos de acdo dos herbicidas comerciais tem sido caracterizado como sendo
conferido por genes com dominancia completa ou incompleta (VIDAL; FLECK, 1997;
CHRISTOFFOLETI; OVEJERO, 2008).

Nesse contexto, 0s objetivos do trabalho foram avaliar a resposta de linhagens de milho
a aplicacdo de herbicida a base de mesotrione e elucidar o controle genético associado a
tolerancia visando a selecdo de gendtipos tolerantes ao agroquimico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) é uma graminea da familia Poaceae, com sistema reprodutivo
predominantemente alogamo. Sua origem é datada entre 7 a 10 mil anos atrds no México e na
Ameérica Central (GALINAT, 1995). Mundialmente disseminada devido a sua alta variabilidade
genética, a espécie é cultivada nas mais variadas altitudes e condi¢des ambientais (BOREM,
2013).

No cenério agricola brasileiro, a cultura ocupa lugar de destaque no setor de grdos, com
expectativa de producdo superior a 80 milhdes de toneladas em uma area de cultivo de
aproximadamente 15 milhdes de hectares na safra e safrinha. O estado do Parana aparece como
segundo maior produtor de milho no pais, com expectativa de safra na ordem de 23 milhdes de
toneladas (CONAB, 2017).

O ciclo da cultura compreende um periodo vegetativo e um reprodutivo, sendo que o
tempo entre os estadios de desenvolvimento pode variar em fungdo das condi¢cGes ambientais e
dos genotipos (FANCELLI, 2002). A fase vegetativa tem inicio com a emergéncia das plantulas
(VE) e, posteriormente, os estidios sdo caracterizados pelo numero de folhas completamente
expandidas (V1, V2, Vn). Essa fase estende-se até o pendoamento (VT), quando o ultimo ramo
do penddo estd completamente visivel, mas os estilos-estigmas ainda ndo emergiram. Inicia-se
entdo a fase reprodutiva (R1, R2, Rn), na qual os estadios fenologicos estdo diretamente
relacionados ao desenvolvimento do gréo. Essa fase por sua vez dura até que as plantas atinjam a
maturidade fisiologica (R6) (MAGALHAES; DURAES, 2010).

Os primeiros trabalhos com melhoramento da cultura no Brasil datam do fim da década de
60, cujo objetivo principal era obter incrementos na produtividade (LOPES et al., 1995). Através
de programas de melhoramento genético, aumentos significativos no rendimento da cultura foram
alcangados e o desenvolvimento de hibridos contribuiu para o aumento nos indices de
produtividade (BUENO et al., 2006).

A diversidade do material genético disponivel favoreceu o sucesso do melhoramento do
milho e, também, o desenvolvimento de hibridos tropicais de alto desempenho. Contudo, esses

materiais ndo sdo capazes de expressar 0 maximo potencial produtivo quando submetidos a
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condicGes adversas de clima e solo, préaticas de manejo inadequadas ou utilizacdo insuficiente de
insumos agricolas, o que resulta em baixos niveis de produtividade (SANGOI et al., 2006).

Segundo Alves et al. (2009), as espécies geneticamente modificadas visando resisténcia a
danos causados por insetos, infec¢bes virais e/ou tolerancia a herbicidas contribuem para o
aumento no rendimento da cultura e diminuem os custos de produgdo, pois utilizam menor
quantidade de defensivos.

O desenvolvimento de hibridos a partir de linhagens de milho depende da identificacdo
das melhores combinagfes e os cruzamentos dialélicos podem facilitar essa identificacdo nos
programas de melhoramento (GUIMARAES et al., 2007; SAITO et al., 2012). Através dos
cruzamentos dialélicos € possivel obter informagdes acerca das estimativas de capacidade geral
(CGC) e especifica (CEC) de combinacdo. O modelo de Griffing (1956) fornece informacdes a
respeito da concentracdo de genes predominantemente aditivos e foi adaptado para fornecer
também informacdes acerca dos cruzamentos entre dois grupos de linhagens de diferentes origens
(SAITO et al., 2012).

2.2 INTERFERENCIA DAS PLANTAS DANINHAS NA CULTURA DO MILHO

As plantas daninhas no cultivo do milho podem ocasionar perdas significativas no
rendimento de grdos, pois competem por agua, luz e nutrientes, assim como fonte de inoculo e
podem apresentar efeito alelopatico sobre a cultura (KARAM et al., 2008). As invasoras
apresentam maior agressividade em relacdo as plantas cultivadas, as quais sdo selecionadas
geneticamente para uma alta produtividade e uniformidade para caracteristicas morfoldgicas e
agrondmicas. Com isso, a variabilidade genética das plantas cultivadas € reduzida e assim
apresentam maior susceptibilidade a adversidades ambientais (PITELLI, 1985).

A cultura de milho apresenta boa capacidade de competi¢cdo e sombreamento do solo, bem
como alta eficiéncia na absor¢do e acimulo de nutrientes em seus tecidos (MELHORANCA,
KARAM et al., 2017). Entretanto, a planta ndo é capaz de acumular nutrientes em seus tecidos e
sob condicOes de competicdo, nas quais o nitrogénio seria o fator limitante, a adubacéo
nitrogenada merece atengdo especial quando observados altos niveis de infestacdo de plantas
daninhas (KARAM et al., 2008).

A coexisténcia com espécies invasoras desde os primeiros estadios de desenvolvimento
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do milho pode gerar danos irreversiveis a cultura, os quais se refletem na producdo. A queda na
produtividade do milho devido a interferéncia das plantas daninhas pode variar entre 15 a 87%,
dependendo do grau, que por sua vez depende de fatores ligados a cultura, a comunidade
infestante, ao ambiente, a época e duracao do periodo de convivéncia (KOZLOWSKI, 2002). As
plantas daninhas ndo ocasionam apenas quedas no rendimento da cultura, mas também podem
reduzir a qualidade de grdos, provocar maturacdo desuniforme, causar perdas e dificuldades na
operacdo da colheita e servir como hospedeiro para pragas e doengas.

O Periodo Anterior a Interferéncia (PAI) é o periodo em que a cultura e as plantas
invasoras podem conviver sem perdas na produtividade. Esse periodo inicia-se com emergéncia
da cultura até que as necessidades das daninhas e da cultura somados superem a disponibilidade
do ambiente. O PTPI, Periodo Total de Prevencdo a Interferéncia, compreende o periodo entre a
emergéncia e o PAI (PITELLI; DURIGAN, 1984).

O Periodo Critico de Prevencao a Interferéncia (PCPI) é o intervalo entre o final do PAI e
o inicio do PTPI, e representa o inicio do controle das plantas daninhas até 0 momento em que as
plantas daninhas que vierem a emergir posteriormente ndo mais interfiram na produtividade da
cultura. Quando o valor do PTPI for maior que o do PAI, as plantas daninhas devem ser
controladas do final do primeiro até o inicio do segundo periodo. Se o PTPI for menor que o PAI,
um unico controle em qualquer época entre os periodos é suficiente para prevenir perdas
significativas no rendimento da cultura (PITELLI; PITELLI, 2004).

O manejo quimico de plantas daninhas no cultivo do milho ainda é o principal método
de controle adotado em grandes areas devido a acdo rapida, alta eficcia e relacdo custo beneficio
(KARAM et al., 2010). Contudo, a disseminacdo de espécies invasoras pode ser agravada pelo
uso inadequado do principio ativo de produtos quimicos e da adogdo de préaticas culturais
impréprias, ou seja, quando inobservadas as condigdes ambientais ideais para aplicacdo e o
estadio de desenvolvimento das plantas (KARAM et al., 2013).

2.3 METODOS DE CONTROLE DE PLANTAS DANINHAS NO MILHO

Os métodos de controle adotados devem priorizar as técnicas de manejo, dentre elas o
sistema de cultivo adotado, o espacamento entre plantas, a dessecacdo antes da semeadura, 0 UsO

de cobertura morta e a aplicagcdo de herbicidas em pré-emergéncia, e os fatores econémicos
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devem ser levados em consideragdo a fim de avaliar as relagbes custo-beneficio (KARAM et al.,
2013).

O sistema de manejo adotado na cultura do milho contribui para a diminui¢do do uso de
insumos e defensivos, em especial dos herbicidas que podem influenciar diretamente na
resisténcia de plantas daninhas (KOZLOWSKI, 2002).

O manejo integrado dos métodos de controle constitui-se em uma importante ferramenta
na eliminacao de plantas daninhas e do banco de sementes em uma determinada area de plantio.
Por isso, recomenda-se a utilizacdo conjunta dos métodos de controle preventivo, cultural,

mecéanico e quimico no combate a plantas daninhas na cultura do milho (KARAM, 2004).

Tabela 1. Principais fatores que afetam a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas.
FATORES CARACTERISTICAS

Frequéncia inicial da resisténcia.
Dominéncia dos alelos resistentes.

A — Genéticos Tipo de fecundagéo.
Numero de alelos resistentes.
Adaptacdo ecoldgica.
Espécie.
NUmero de geracOes por ano e taxa de reproducao.

B — Bioecologicos Longevidade das sementes no banco de sementes.
Densidade da espécie.
Suscetibilidade da planta daninha ao herbicida.
Caracteristica do herbicida.
Grupo quimico.
Residual.
Eficiéncia de controle.
Dose utilizada.

C — Agronémicos Préticas culturais.
Utilizag&o exclusiva de herbicidas no controle de plantas daninhas.
Uso repetitivo do mesmo herbicida ou de herbicidas com o mesmo
mecanismo de agé&o.
Frequéncia de aplicacdo.
Sistema de cultivo.

Fonte: CHRISTOFFOLETI; OVEREJO (2008).

Segundo Karam et al. (2013), o método de controle preventivo, ainda pouco utilizado
pelos produtores de milho, tem como objetivo evitar a germinagdo e propagacdo de novas
espécies daninhas. A adocdo de préticas preventivas, como a profilaxia de maquinas e
implementos, 0 uso de sementes livres de contaminacdo e a destruicdo de espécies daninhas nos

campos de producdo de sementes, coibem a disseminacdo de propagulos vegetativos e sementes
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de espécies daninhas e, também, contribuem para a reducdo dos niveis de infestacdo em areas de
cultivo de milho nas safras seguintes (KARAM et al., 2008).

O método cultural engloba fatores relacionados diretamente a cultura e ao meio
ambiente a fim de beneficiar o desenvolvimento e crescimento das plantas, através de técnicas
como: (i) uso de variedades adaptadas as regides; (ii) densidade de plantio; (iii) espacamento
entre plantas; (iv) época de plantio; (v) uso de cobertura do solo; e (vi) rotagdo de culturas
(KARAM et al., 2013).

No controle mecanico é realizada a capina manual ou mecanizada. A capina manual
requer alguns cuidados para evitar danos as plantas de milho, principalmente nas raizes e os
custos com mé&o de obra sdo expressivos, visto o baixo rendimento em extensas &reas. A capina
mecanizada é feita através de instrumentos tracionados por animais ou tratores, rocadeiras e
picadores e deve ser realizada nas primeiras semanas da germinacdo da cultura em solos com
baixa umidade e preferencialmente em dias quentes e secos (KARAM et al., 2013).

O uso de métodos de controle quimico ainda é o mais empregado para grandes areas de
cultivo, visto que apresenta rapida acdo e boa eficicia sobre as plantas daninhas. Os produtos
registrados para controlar plantas daninhas seguem as especificacdes do Ministério da
Agricultura e, em alguns estados, precisam também da liberacdo pela Secretaria Estadual da
Agricultura (ADAPAR, 2017). No cenario agricola atual, estima-se que os herbicidas sejam
utilizados como método de controle em aproximadamente 70% da area cultivada com milho em
todo o territdrio brasileiro (PASINI et al., 2017).

O mesotrione (2-(4-mesyl-2-nitrobenzoyl) cyclohexane-1,3-dione) estd entre 0s
herbicidas mais utilizados para a cultura do milho. Esse composto pertence ao grupo quimico das
tricetonas e sua aplicacdo seletiva em pos-emergéncia é capaz de controlar folhas largas anuais e
gramineas na cultura do milho (KARAM, 2004).

2.4 ESTUDO DOS MECANISMOS GENETICOS DE TOLERANCIA A HERBICIDAS

Atualmente, o Brasil conta com 215 herbicidas registrados para a cultura do milho
(AGROFIT, 2017). Dentre os produtos pulverizados em pds-emergéncia, se destacam 0s

ingredientes ativos atrazine, mesotrione, nicosulfuron e tembotrione. De acordo com Correia e
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Santos (2013), alguns herbicidas podem comprometer a absorcéo, a translocagéo de nutrientes e o
metabolismo das plantas quando submetidas ao tratamento, por isso sao necessarias informagdes
a respeito do efeito desses compostos sobre as plantas.

O herbicida mesotrione apresenta um mecanismo sistémico de rapida absorcéo através
de folhas, brotos ou raizes, e movimenta-se na planta via xilema ou floema. Ele pertence ao grupo
quimico das tricetonas e atua na inibicdo da biossintese de carotenoides nos cloroplastos. Seu
mecanismo de acdo blogueia a atividade da HPPD (4-hidroxifenil-piruvato-desidroxigenase),
uma enzima de funcdo primordial para a planta. A inibicdo da enzima HPPD desencadeia uma
série de reacOes que interrompem a producdo de plastoquinona e a-tocoferol, gerando um estresse
oxidativo. Posteriormente, a sintese de carotenoide é inibida e o processo de fotossintese cessa,
ocasionando a destruicao dos cloroplastos e membranas das células, levando ao branqueamento,
necrose do tecido vegetal e resultando na morte da planta (DAN et al., 2011).

Contudo, o milho pode apresentar tolerdncia ao mesotrione devido a producdo de
compostos inativos capazes de metabolizar rapidamente o herbicida (NICOLAI, 2004).

2.5 CARACTERIZACAO DE LINHAGENS DE MILHO TOLERANTES

O teor de clorofila presente nas folhas de milho pode ser determinado através de
métodos tradicionais ou ndo tradicionais. O método tradicional, ou destrutivo, determina o teor de
clorofila através da maceracdo com acetona, ou outro solvente organico, para leitura em
espectrofotdmetro. Enquanto que os medidores portateis possibilitam que as informacdes sejam
coletadas sem destruir o material analisado, de forma réapida e pratica (BALASUBRAMANIAN
et al., 2000).

O nitrogénio (N), nutriente presente em grande quantidade no milho, esta diretamente
relacionado ao aumento no teor de clorofila, pois participa de processos de sintese desse
pigmento, assim como de proteinas, enzimas e acidos nucleicos. Portanto, a baixa disponibilidade
de nitrogénio pode limitar a formagao de grdos no milho (CANTARELLA, 1993).

Outro método utilizado é a comparacdo do teor relativo de clorofila na folha, no qual a
correlacdo intrinseca existente entre o teor de clorofila e o teor de N na planta traduz-se na

atividade fotossintética da planta. Essa relagdo se deve ao fato de que 50 a 70% do N total das
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folhas serem integrante de enzimas associadas ao cloroplasto (ARGENTA et al., 2003;
CHAPMAN; BARRETO, 1997).

O teor de clorofila é um pardmetro importante para comparar diferencas genotipicas e o
estado nutricional das plantas. Medidas que se baseiem fluorescéncia da clorofila por vezes sdo
usadas como parametros de auxilio para apontar a resposta fisiolégica de gendtipos de milho em
ambientes diferenciados (DURAES et al., 2005).

Na década de 90, foi desenvolvido o clorofildometro Soil Plant Analysis Development —
SPAD-502 em Minolta, Japdo. Esse instrumento portatil fornece leituras que sdo correlacionadas
com o teor de clorofila presente na folha baseadas na absorbancia e/ou refletancia da luz pelas
folhas (RICHARDSON et al., 2002). Durante a mensuracao, a luz passa pela folha e é recebida
por um fotodiodo de silicio, no qual é convertida em sinais elétricos e depois em sinais digitais.
Esses sinais passam por um microprocessador que ird calcular os valores proporcionais ao teor de
clorofila presente na folha (DRISCOLL et al., 2006).

As leituras desse equipamento fornecem informacdes rapidas a baixo custo, o qual pode
ser usado para determinar o estresse hidrico (FANIZZA et al, 1991). Devido a relacdo entre os
niveis de nitrogénio e clorofila, o clorofildometro SPAD-502 tem sido utilizado também para

estimar os indices de nitrogénio nas folhas de plantas (AMARANTE et al., 2008).

2.6 METODOLOGIAS EMPREGADAS PARA ESTUDO DO CONTROLE GENETICO:
ENFASE MATHER E JINKS

As caracteristicas qualitativas dos organismos vivos sdo governadas por um ou poucos
genes, e eles sdo distribuidos em diferentes classes, facilmente identificaveis umas das outras.
Logo, esses individuos apresentam fendtipos com variacdo descontinua e sdo dispostos em
distintas classes fenotipicas. A segregacdo de genes nas caracteristicas qualitativas tem
distribuicdo independente, obedecendo a segunda lei de Mendel (CRUZ et al., 2004).

As caracteristicas quantitativas por sua vez apresentam distribuicdo continua, que ocorre
por segregacdo simultanea de véarios genes que influenciam o carater ou pela superposicdo de
variagfes com causas ndo genéticas. Os caracteres quantitativos geralmente sdo controlados por

muitos genes e sdo altamente influenciados pelo ambiente, o qual pode produzir efeitos sobre os
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fendtipos de uma geracao apesar de esses efeitos ndo serem herdaveis (RAMALHO et al., 2012).

A segregacdo independente de um grande nimero de genes ndo implica que uma mesma
caracteristica seja influenciada de maneira cumulativa, sob uma grande influéncia ambiental.
Portanto, um gene que produz baixo efeito sobre uma caracteristica quantitativa pode controla-la
quando em conjunto com poucos ou muitos genes (poligenes), sendo que quanto maior o nimero
de genes que controlam o carater mais dificil serd de diferenciar as descontinuidades entre as
classes fenotipicas (CRUZ et al., 2004).

As interacdes alélicas existentes entre os poligenes podem ser de efeito génico aditivo,
de dominancia ou de sobredominéancia. Quando a distancia entre o heterozigoto e a média € igual
a zero, a interacdo alélica é aditiva. Se a distancia do genotipo heterozigoto for igual a do
homozigoto em relacdo a média, tem-se o efeito de dominancia, e se caso for maior, o efeito
observado € o de sobredominancia. O efeito de epistasia, devido a interacdo génica ou nao-
alélica, é observado quando o alelo de um gene impede que o alelo de outro gene se expresse
(RAMALHO et al., 2012).

A genética quantitativa permite estudar esses caracteres quantitativos, bem como a sua
heranca e os elementos que determinam as suas varia¢@es. Por isso, sdo empregados mecanismos
especificos para o estudo do controle genético em variaveis quantitativas (CRUZ et al., 2004).

Para o estudo do controle genético de caracteres qualitativos utiliza-se a metodologia
descrita por Mendel, enquanto que para o estudo de caracteristicas quantitativas sdo empregadas
diferentes metodologias, dentre elas a analise de médias e de variancia baseada no método
proposto por Mather e Jinks (1984) e a andlise dialélica (CRUZ; REGAZZI, 1997).

A analise dialélica é capaz de estimar combinagfes hibridas desejaveis. O modelo de
Griffing (1956) € utilizado para estimar a capacidade geral de combinacdo (CGC) e a capacidade
especifica de combinagdo (CEC), permitindo inferir quais as melhores combinac6es de hibridos
através dos indices observados. Outro modelo de anélise de dialelos é o proposto por Jinks e
Hayman (1953), que fornece informacgdes do controle genético da caracteristica estudada com
base em medidas estatisticas oriundas de uma tabela dialélica (CRUZ et al., 2004).

A metodologia de Mather e Jinks (1984) utiliza informacgdes das médias e das variancias
obtidas entre as populacgdes genitoras e as populagdes segregantes e ndo-segregantes para estimar
0S parametros genéticos Uteis no estudo de determinada caracteristica. Portanto, os estudos do

controle genéticos baseiam-se na analise de médias e de variancias estimadas em individuos de
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populagdes P;, P2, F1, F3, RC1 e RC,; (MATHER; JINKS, 1984).

Ao avaliar as médias das geracdes segregantes e ndo-segregantes é possivel observar os
efeitos génicos envolvidos na determinacdo da tolerancia e qual a melhor estratégia para ser
empregada num programa de melhoramento. Portanto, a partir do emprego de modelos
estatisticos é possivel estimar os efeitos génicos aditivos e os de dominancia, incluindo os efeitos
de epistasia (RAMALHO et al., 2012).

Estudos para determinar o controle genético pela metodologia descrita por Mather e
Jinks (1984) tém sido utilizados para as diferentes espécies cultivadas, incluindo o milho, a fim
de avaliar o controle genético para resisténcia a doencas, pragas, produtividade, maturidade e
tolerancia a herbicidas. Os trabalhos de Schuelter et al. (2003) e Lopes et al. (2007) sdo exemplos
de aplicacdo dessa metodologia, os quais utilizaram a analise de médias e variancias para o
estudo do controle genético da resisténcia do milho a mancha de Phaeosphaeria, concluindo, no
primeiro caso, que os efeitos génicos epistaticos do tipo dominante-dominante contribuiram para
a determinagéo da resisténcia a doenga. Em trabalho realizado com feijdo, Valentini et al. (2011)
observaram que a resisténcia a murcha de Curtobacterium é controlada por efeitos de epistasia
aditivo-dominante e dominante-dominante.

Logo, essa metodologia baseada nas médias e variancias pode ser empregada para o
estudo do controle genético na tolerancia do milho ao herbicida mesotrione a fim de identificar
linhagens heterogéneas, viabilizar cruzamentos entre os grupos mais dicotdmicos e obter

combinagbes com maior heterose entre as gera¢fes (MORO et al., 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram conduzidos na unidade experimental da Cooperativa
Central de Pesquisa Agricola — COODETEC, no municipio de Cascavel — PR, sobre as
coordenadas geograficas 53°32' de longitude Oeste e 24°53' de latitude Sul, com altitude de 678
m. O clima da regido segundo a classificacdo de Kdppen é do tipo Cfa (subtropical mesotérmico
umido com inverno seco e verBes quentes) com temperaturas médias anuais entre 17 e 19 °C e
precipitagdo total anual variando de 1200 a 2000 mm (CAVIGLIONE et al., 2000). O solo é
classificado como LATOSSOLO BRUNO Distréfico, de textura argilosa com boa drenagem
(SANTOS et al., 2013).

3.1 CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS

Na safra de verdo 2014/2015, 55 linhagens de milho foram empregadas para determinagéo
dos teores de clorofila e avaliacdo da resposta a aplicacdo do herbicida mesotrione. O
delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, com 3 repeti¢des. As parcelas experimentais
foram compostas por 2 linhas de 5 metros e espacamento entre linhas de 0,7 m.

A adubacéo de plantio consistiu na aplicacéo de 460 kg ha™ do formulado NPK 10-30-20,
tendo sido suplementado em cobertura, 220 kg ha™ de uréia e 150 kg ha™ de cloreto de potassio.
As préticas culturais adotadas, como controle fitossanitario e irrigacdo, foram realizadas de

acordo com o0 manejo usualmente realizado pela empresa.

3.2 AVALIACAO DO TEOR DE CLOROFILA

As avaliagOes dos teores de clorofila foram realizadas nas plantas de milho empregando-
se 0s métodos direto (LINCHTENTHALER, 1987) e indireto (clorofildometro Minolta — SPAD-
502). As informacgfes contidas na bula do mesotrione recomendam que as avaliagdes sejam
realizadas nos estadios de desenvolvimento de V3 (trés folhas expandidas) e V6 (seis folhas
expandidas).

As leituras com o clorofilometro SPAD-502 foram realizadas nos estadios V3 e V6
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(Figura 1), em cinco plantas, sendo trés leituras por planta.

Figura 1 — Avaliagdo com o clorofildmetro Minolta (SPAD-502) em plantas de milho.
Fonte: O prdprio autor.

No método direto, a determinacdo dos teores de clorofila foi realizada pelo método
destrutivo de Linchtenthaler (1987). Para tal, com o auxilio de um microtubo foi removido um
disco foliar (9=1,8 cm) de cada planta avaliada anteriormente pelo método indireto (SPAD-502),
sendo cada repeticdo composta de cinco plantas.

A densidade otica dos filtrados foi lida em Espectrofotdmetro Digital SP220 nos
comprimentos de onda (L) de 648 e 664 nm, utilizando cubetas de quartzo. A partir dessas
leituras, determinou-se a concentragdo (mg cm™) de clorofilas a, b e totais nas solugdes de
leitura, por meio de férmulas propostas por Linchtenthaler (1987). Esses valores foram
transformados para teores de clorofilas a, b e totais nas folhas, expressos em unidades de area (ug

cm™?) e de massa fresca (ug g), seguindo as recomendacdes de Richardson et al. (2002).
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3.3 RESPOSTA DAS LINHAGENS A APLICACAO DE MESOTRIONE

O herbicida comercial Callisto®, principio ativo mesotrione (2-(4-mesyl-2-nitrobenzoyl)
cyclohexane-1,3-dione)), foi aplicado com um pulverizador costal na dosagem de 0,4 L ha™ no
estadio de desenvolvimento V3, conforme as recomendagfes do fabricante. As linhagens foram
semeadas em duas linhas de cinco metros com espagamento de 0,7 m entre linhas, em esquema
experimental de blocos casualizados, sendo que uma linha recebeu a aplicacdo do herbicida e a
outra nao.

As aplicacbes foram realizadas observando as condi¢cGes ambientais ideais: temperatura
entre 20 e 30° C, umidade relativa do ar minima de 60% e ventos com velocidade inferior a 10
km.h™.

A avaliacdo das 55 linhagens em resposta ao herbicida mesotrione foi realizada no 7° dia
apos a aplicacdo. A metodologia proposta por Gazziero (1995) foi adaptada para avaliar o efeito

da toxicidade, de acordo com os sintomas apresentados pelas plantas (Tabela 2).

Tabela 2. Descri¢ao de conceitos aplicados para avaliar o grau de toxicidade.

CONCEITOS NOTAS DESCRICAO

A 1 Sem |njgr|a.
Sem efeito sob a cultura.

5 ) Injarias leves e/ou reducao de crescimento com rapida recuperacao.
Efeitos insuficientes para promover redugdes de produtividade.
Injarias moderadas e/ou reducdes de crescimento com lenta recuperacéo ou
definitivas.

¢ 3 Efeitos intensos o suficiente para promover pequenas redugdes de
produtividade.
Injarias severas e/ou reducBes de crescimento ndo recuperdveis e/ou

D 4 reducdes de estande.

Efeitos intensos o suficiente para promover drasticas reducdes de
produtividade.

E 5 Destruicdo completa da cultura ou somente algumas plantas vivas.

Fonte: Adaptado de GAZZIERO (1995).

3.4 FATORES GENETICOS ASSOCIADOS A TOLERANCIA AO MESOTRIONE

As populacdes utilizadas no estudo do controle genético sdo provenientes de cruzamentos

e retrocruzamentos entre linhagens tolerantes e sensiveis. O cruzamento original envolvendo a
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linhagem CD11 (tolerante) e CD33 (sensivel) foi realizado na safrinha de 2015, obtendo-se a
populacdo F;, a qual foi semeada posteriormente. Durante o estadio de desenvolvimento R1
(florescimento) da F; foi realizada a autofecundacdo, visando obter a populacdo F,, e o0s
retrocruzamentos com as linhagens CD11 e CD33, para obter 0 RC; e RC,, respectivamente. As
sementes da geracdo F, foram semeadas para produgéo da populagéo F; por autofecundacéo.

Na safrinha 2016, as linhagens progenitoras e as populagdes obtidas (Tabela 3) foram
semeadas em esquema experimental de delineamento de blocos casualizados, com 3 repeticoes.
As sementes dos F;, RC; e RC, foram dispostas em duas linhas de plantio e os F3 em apenas uma

linha de cinco metros, por repeticéo.

Tabela 3. Descricdo dos genitores e cruzamentos avaliados nos experimentos de tolerancia ao
herbicida mesotrione na empresa COODETEC, Cascavel — PR, 2015.

GERACOES GENITORES E CRUZAMENTOS CARACTERIZACAO
P, CD11 Linhagem Tolerante
P, CD33 Linhagem Sensivel
F. CD33 x CD11 Geracdo hibrida
Fs CD33 x CD11 Populagao segregante
RC,; CD33 x Fy Populacéo segregante
RC, CD11x Fy Populagao segregante

Fonte: O préprio autor.

No 7° dia apds a aplicacdo, os tratamentos foram avaliados quanto ao grau de toxicidade
ao herbicida utilizando a adaptacdo da escala de Gazziero (1995) e para a determinacdo indireta

dos niveis de teores de clorofila foi utilizado o clorofildmetro SPAD-502.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

3.5.1. Caracterizacao de linhagens

Os valores de teor de clorofila, teor de carotenoides e valores do SPAD-502 obtidos foram
submetidos a analise de variancia (anova) e, quando necessario, realizado o agrupamento de

médias pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Além disso, estimaram-se os coeficientes de correlacdo



22

de Pearson entre todas as caracteristicas avaliadas no experimento. Todas as analises estatisticas
foram feitas com o auxilio do software estatistico GENES (CRUZ, 2013).

3.5.2. Avaliagdo do controle genético

Para o estudo do controle genético da tolerancia ao herbicida mesotrione empregou-se a
metodologia descrita por Mather e Jinks (1984), a qual utiliza informacbes das médias e das
variancias entre as populacdes genitoras e as populagdes segregantes e ndo-segregantes para
estimar parametros genéticos Uteis aos programas de melhoramento genético. Os parametros
genéticos das geracOes Py, Py, F1, F3, RC; € RC, foram estimados e interpretados com base nas
médias e variancias obtidas em resposta a aplicacdo do herbicida mesotrione.

A avaliacdo das médias das geracOes segregantes e ndo-segregantes permite verificar os
efeitos génicos envolvidos na determinacdo da tolerancia ao herbicida. Quando as médias das
diferentes geracbes ndo sdo avaliadas com a mesma precisao, Mather e Jinks (1984) recomendam
que a estimacdo de parametros seja feita pelo método dos minimos quadrados ponderados, onde:
a: expressa efeitos aditivos; d: expressa efeitos desvios de dominancias; aa: expressa medida das
interaccdes aditiva x aditiva entre dois genes; ad: € medida de todas as interacbes aditiva x
dominante entre dois genes; e dd: medida de todas as interacbes dominante x dominante entre
dois genes.

Com o intuito de simplificar o modelo, realizou-se uma nova analise testando a adequagéo
do modelo aditivo-dominante com o emprego do coeficiente de determinacdo (R?), que expressa
o0 grau de similaridade entre os valores estimados e observados. Apés a estimacdo dos parametros
0 modelo completo e o simplificado, testou-se a significancia pelo teste t (p<0,05).

O estudo quantitativo da tolerancia ao herbicida mesotrione estimou, com base na
variancia, os parametros genético e ambiental por diferentes expressdes conforme as geracoes.
Usualmente, os parametros genéticos sdo obtidos por meio de componentes de variancia das
geragdes P;, Py, F1, F3, RCy e RC,. Considerando a variancia genotipica de uma populacéo

qualquer se utilizam as seguintes equacoes:

0j =D+ a)* + H (v +0)* + R(v — a)* = (ug)?
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0 =a?[(D+R)— (D - R)* + d?H (1 — H) — 2adH(D — R)
Em que:

2 — i s
0, = variancia genotipica

g = taxa de mutag&do genética

a = valor genotipico codificado do homozigoto

d = valor genotipico codificado do heterozigoto

As variancias dos gendtipos e das geracGes derivadas sdo obtidas por meio das seguintes

informacdes:

Tabela 4. Expressoes para o calculo da variancia genotipica.

3 VALOR . . FREQUENCIA
GENOTIPO GENOTIPICO N° DE INDIVIDUOS GENOTIPICA
AA u+a 1 D
Aa u+d 2 H
aa u-a 3 R

- A - Y 2 - A - s 2 N -
Decompondo a variancia fenotlplca (O'f) em variancia genotipica (O'g) € variancia

atribuida ao meio (g2, tem-se:
2 - 2 - 2

of (p1) O-m(pl)_ 0" (p1)
2 - 2 - 2

Of p2) Um(pz)_ 0" (p2)
2 - 2 - 2

Of f) Om(fl)_ 07 (1)

2

2 =42 442 =8 2,3 2, .2 _3 2.3 2, 2
If 5y = %9 (1) Om(sT § %@ T 1694 T Om(sz)T 30a T 30d T Ompy)
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2 — 2 2 -1 2,3 2 1 2 2
= + =Zg2+= — = +
9 (res ) 99 (rc0) T Om(ref)™ 3% T 16 %a T 3%ad T Im(rc)
2 — 2 2 -1 2,3 2 1 2 2
= + =Zgl+=g2_ = +
% (red) T %9 (red) TOm(red) T 2% T g% T %aa T Im(rcf)

2 - 2,3 2 2 2
05 (9™ %a ¥ 502 ¥ Oin(reg) + Oim(rc)

2
o (re?) 3

Os componentes genéticos da populacdo segregante F3 apresenta a seguinte expressao

2 — 1r 2 2 2
Oy = 31060 T 0 + 4]
A variancia fenotipica e variancia ambiental na geracdo segregante F3; é expressa pela
equacéo:

2 — 2 2

% (fa) 9 (fa) Om(fa)
- A - _— 2 . - A . 2

Os componentes de variancia aditiva ( aa(fa)) e do desvio da dominancia (Ud(fa)) nas

geracOes de retrocruzamento ou segregante F3 sdo assim representados:

— 3.2 _5[A2 A2 ]
5 Oa = 2 [O-f(rcl) + O-f(rcz)

~2
Oa (f3)

22 — »2 ~2
d — 0y — Oq

3
2 (fa)

A2 —_
Od (£3) =

O grau médio da dominancia entre o valor genotipico codificado do heterozigoto (d) e

valor codificado do homozigoto (a), sendo 1 (d=a), 0 (d=a), > 1 (d>a) e < 1 (d<a), tem-se a
classificacdo da interacdo intra-alélica domindncia completa, auséncia de dominancia,
sobredominancia e dominancia parcial, respectivamente. Em que:
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d
(gmd) = - (grau médio de dominancia)

31"
[g] = f(fs) (frequéncia da classe extrema observada em F3)

Segundo Faria (2012), é possivel estimar a herdabilidade da variancia fenotipica atribuida
a causa genética nas geragdes Py, P2, F1 e F3 pela herdabilidade no sentido amplo (h2) através da
variancia das populagdes RC; e RC,. Enquanto que para calcular a herdabilidade no sentido

restrito (h? ) e amplo (h2) séo utilizadas as seguintes expressdes:

~2 ~2
2 _ %) _ D)
hr - -

—2 2 —2 —~2
%Fry %yt %Ay TOMry

~2 ~2
2 _ %93 _ 99(f3)
ha - -

~2 =2 ~2
%Firs)  Ca(rp T Omirs)

Todas as andlises estatisticas foram realizadas mediante o emprego do software estatistico
GENES (CRUZ, 2013).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 CARACTERIZACAO DE LINHAGENS PARA TEORES DE CLOROFILA,
CAROTENOIDES E INDICE SPAD

Pelos resultados da anélise de variancia (Tabela 5), detecta-se diferencas significativas a
1% de probabilidade pelo teste F para SPAD3, SPAD6, CAROT3 e CAROTS6, indicando a

existéncia de variabilidade genética entre as linhagens para esses caracteres.

Tabela 5. Resumo da analise de variancia conjunta de 55 linhagens de milho para clorofildmetro
em V3 (SPAD3) e V6 (SPADSG), clorofila total em V3 (CT3) e V6 (CT6), e
carotenoide em V3 (CAROT3) e V6 (CAROT6) Cascavel — PR, safra 2015/16.

Quadrado Médio
SPAD3 SPAD6  CT3 CT6 CAROT3 CAROT6

Fonte de Variagdo GL

Bloco 2 10,443 2,848 1572 0723 0,040 0,003
Tratamento 54 38,81%%  31,08%* 4,91™ 419" 027 0,19%*
Residuo 108 3,70 1,40 462 323 016 0,11
h2 (%) 90,46 9550 592 22,92 4161 42,60
CVg (%) 8,26 6,30 332 456 24,27 12,35
CVg/CVe 1,78 2,66 014 031 049 0,50
Média 41,41 49,96 938 1242 079 1,34
CV (%) 4,65 2,37 2201 1447 49,79 24,82

*significativo a 0,05; **significativo a 0,01; "™ ndo-significativo, pelo teste F. CVg(%) = coeficiente de variagdo
genotipica; CVg/CVe = razdo do CVg com o CVe; h? = herdabilidade.

Em relacdo aos coeficientes de variacdo experimentais, constata-se diferencas amplas
em termos de magnitude, sendo que para os caracteres SPAD3 e SPADG, os valores podem ser
classificados como baixos, o que indica bons indices de precisdo experimental. No entanto, para
os demais atributos fenotipicos os valores observados foram altos, indicando alta dispersdo dos
dados experimentais.

Com a avaliacdo do caractere SPAD3 pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade,
foi possivel agrupar as linhagens em quatro classes, com indices SPAD médios variando entre
34,8 a 49 (Tabela 6). As linhagens CD03, CD19, CD24, CD28, CD30, CD36, CD46, CD51,
CD52 e CD55 foram agrupadas na Classe 1 e diferem estatisticamente das demais, sendo

superiores para o indice de clorofila. A Classe 4, composta pelas linhagens CD14, CD20, CD31,
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CD32, CD37, CD40, CD42, CD48 e CD49, apresentou valores médios inferiores para o indice
SPAD.
Tabela 6. Comparacéo entre 55 linhagens elite de milho da COODETEC para o carater SPADS3.

SPAD3
CLASSE LINHAGENS ELITE INTERVALO VIEDIA
CDO03, CD19, CD24, CD28, CDa30,
1 CD36, CD46, CD51, CD52 e CD55 49-45 47,1033 2
CD02, CD04, CDO05, CD09, CD18,
2 CD21, CD25, CD29, CD39, CD47 e 44 — 42 43,5636 b

CD53
CDO01, CD06, CD07, CDO08, CDI0,
CD11, CD12, CD13, CD15, CD16,
3 CD17, CD22, CD23, CD26, CD27, 4238 39,7866 ¢
CD33, CD34, CD35, CD38, CDA4l,
CD43, CD44, CD45, CD50 e CD54
CD14, CD20, CD31, CD32, CD37,
4 CD40, CD42, CD48 e CD49 3734 36,9518
CV(%) 4,65

Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).

Na avaliacdo realizada com o clorofildmetro no estadio fenolégico V6 (SPAD6) observa-
se que houve um rearranjo das linhagens entre as classes e, também, houve o incremento de uma
classe (Tabela 7). A classe 5, nova classe formada, apresentou média de 44,55 e foi composta
pelas linhagens CD06, CD17, CD23, CD42 e CD49, que no estadio V3 faziam parte das classes
3ed.

As linhagens CD19, CD24, CD28, CD36, CD46, CD52 e CD55 ja& demonstravam bom
desempenho e mantiveram o mesmo comportamento no estadio V6, permanecendo agrupadas na
classe 1 (Tabela 7). Enquanto que as linhagens CD03, CD30 e CD51 passaram da classe 1 para a
classe 2, decrescendo os valores médios observados para essa caracteristica.

A classe 3 passou de 25 linhagens no estadio V3 para 7 linhagens no V6 (CD02, CD10,
CD12, CD13, CD20, CD26, CD34 e CD48), sendo que as demais linhagens foram redistribuidas

nas demais classes.
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Tabela 7. Agrupamento das 55 linhagens elite de milho da COODETEC para o carater SPADS.

SPADG6
CLASSE LINHAGENS ELITE INTERVALO VEDIA

CD04, CD11, CD16, CD18, CD19, CD24,
1 CD28, CD36, CD43, CD46, CD47, CD52, 60 — 52 53,6155 a
CD53, CD54 e CD55
CDO03, CD05, CD07, CD08, CD09, CD15,

5 CD21, CD22, CD25, CD27, CD29, CD30, 51 _ 49 50,7210 b
CD31, CD32, CD33, CD38, CD45, CD50 e
CD51

3 CDO02, CD10, CD12, CD13, CD20, CD26, 48— 47 48 4125 ¢
CD34 e CD41

4 CDO01, CD14, CD35, CD37, CD39, CDA40, 46— 45 46,2501 d
CD44 e CDA48

5 CDO06, CD17, CD23, CD42 e CD49 44 — 44 44,5603 e

CV(%) 2,37

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna estdo agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

O rearranjo das linhagens entre as classes pode estar relacionado a constituicdo genética
dos materiais, capazes de apresentar particularidades na adaptacdo a condicGes edafoclimaticas
com o avanco no desenvolvimento das plantas e, consequentemente, na producao de metabolitos
e formacdo dos cloroplastos (ARAUJO; NASS, 2002). A resposta ao aporte de nitrogénio
disponibilizado devido a menor eficiéncia no aproveitamento nutricional, a qual influencia
diretamente sobre a sintese de clorofila (LESCHEWITZ et al., 2012), pode ter influenciado essa
reorganizacédo das linhagens.

Os resultados obtidos para teor de clorofila total pelo método destrutivo (CT3 e CT6)
demonstram que ndo houve efeito significativo entre as linhagens nos estadios de
desenvolvimento V3 e V6. As 55 linhagens de milho foram agrupadas em uma Unica classe, pois
obtiveram 0 mesmo desempenho em ambas as avalia¢des, e as médias observadas foram de 9,14
e 12,42 em V3 e V6 com coeficientes de variacao de 22, 91 e 14,47%, respectivamente.

Observa-se na Tabela 8 que as linhagens agrupadas em duas classes para o carater
CAROTS3, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Na Classe 1 estdo as 18 linhagens
(CDO03, CD06, CD08, CD18, CD24, CD25, CD26, CD27, CD28, CD32, CD34, CD36, CD37,
CD42, CD43, CD45, CD46 e CD49) com média de 1,143. Contudo, a maioria, 37 linhagens,

foram agrupadas na classe 2 com média de 0,618.
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Tabela 8. Comparacdo entre 55 linhagens elite de milho da COODETEC para o carater
CAROTS3.

CLASSE LINHAGENS ELITE

CAROT3
INTERVALO MEDIA

CDO03, CD06, CD08, CD18, CD24, CD25,
1 CD26, CD27, CD28, CD32, CD34, CD36, 16-09 1,0683 a
CD37, CD42, CD43, CD45, CD46 e CD49
CDO01, CD02, CD04, CD05, CD07, CDO9,
CD10, CD11, CD12, CD13, CD14, CD15,
CD16, CD17, CD19, CD20, CD21, CD22,
2 CD23, CD29, CD30, CD31, CD33, CD35, 09-0,3 0,4023 b
CD38, CD39, CD40, CD41, CD44, CDA47,
CD48, CD50, CD51, CD52, CD53, CD54 e
CD55

CV(%) 49,79
Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna estdo agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

A caracteristica carotenoide no estadio de desenvolvimento V6 apresentou uma Unica
classe na qual todas as linhagens foram agrupadas no intervalo de 1,3 - 1,2, com média de 1,342.

Os carotenoides por sua vez sdo responsaveis pela protecdo do aparato celular
fotossintético contra danos foto-oxidativos, além de participarem do processo de fotossintese e
da absorcdo de energia luminosa, sendo que nas fases iniciais de desenvolvimento os teores

observados nas plantas geralmente s&o baixos (KUHNEN et al., 2011).

4.2 ANALISE DE CORRELAGCOES

Pela analise dos coeficientes de variancia para os diferentes caracteres avaliados,
constata-se que, tanto os teores de clorofila quanto de carotenoides, sdo altamente
influenciados pelo ambiente, o que pode comprometer o diagnéstico de plantas sensiveis ao
herbicida. Nesse contexto, o0 emprego de uma caracteristica correlacionada pode ser uma
alternativa eficiente na identificacdo de plantas de interesse.

O coeficiente de correlacdo de Pearson varia de -1 a 1. O sinal indica uma relacédo positiva

ou negativa entre as variaveis, e o valor sugere a forca da relacdo entre elas. Uma correlacdo

perfeita (-1 ou 1) permite que o escore de uma varidvel seja determinado pelo escore da outra.
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Enquanto que uma correlagcdo de valor zero demonstra que ndo h& relacdo linear entre as
variaveis (FIGUEIREDO FILHO; SILVA JUNIOR, 2010). De acordo com Dancey e Reidy
(2006), o coeficiente de correlacdo de Pearson pode ser classificado como fraco (0,10 - 0,30),
moderado (0,40 - 0,6) ou forte (0,70 - 1).

Na Tabela 9, verifica-se que a varidveis SPAD3 e SPAD6 apresentaram coeficiente de
correlacdo 0,62, sendo considerado intermediario. Para os teores de clorofila total em V3 e V6
(CT3 e CT6) foram baixas (0,30), podendo indicar que as avaliacbes pelo método direito em
ambos os estadios de desenvolvimento apresentam baixa dependéncia entre si.

Os coeficientes de correlacdo para as varidveis SPAD3 e SPAD6 com CAROTS3 e
CAROT6 ndo foram significativas, para as avaliagcbes realizadas em V3 e V6, indicando
independéncia entre os dois métodos de avaliacdo e os estadios de desenvolvimento das plantas
de milho.

As correlacGes do teor de clorofila total (método destrutivo) com o clorofildometro SPAD-
502 foram sempre positivas e moderadamente associadas nos estadios de desenvolvimento do
milho V3 (0,65) e V6 (0,59) (Tabela 9). Tais resultados sdo concordantes com os obtidos por
Argenta et al. (2003), que ao avaliarem a relacdo da leitura do clorofildmetro com os teores de
clorofila extraivel concluiram que nos trés estadios avaliados (V6, V10 e R1) as leituras do
clorofildmetro correlacionaram-se positivamente e moderadamente com os teores de clorofila

total, com valores de 0,58, 0,76 e 0,61, respectivamente.

Tabela 9. Coeficientes de correlacdo simples de Pearson para as caracteristicas avaliadas.
Caracteristicas SPAD3 SPAD6 CT3 CT6 CAROT3 CAROT6

SPAD3 1 0,62* 0,65*  0,27* -0,21"  -0,25*
SPADG6 1 0,51*  0,59* -0,24™  -0,24"™
CT3 1 0,30* 0,73* -0,18™
CT6 1 0,72* - 0,28*
CAROT3 1 -0,24"
CAROT6 1

*significativo a 0,05; ™ ndo-significativo, pelo teste t.

Na literatura também sdo observadas correlagbes positivas entre a leitura do
clorofilometro e teor de clorofila extraivel de folhas para outras culturas, como tomateiro,
cafeeiro e espécies frutiferas (FERREIRA et al., 2006; REIS et al., 2006; JESUS; MARENCO,
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2008). Segundo Argenta et al. (2003), se as correlagcbes observadas entre a leitura com o
clorofildometro e o teor de clorofila total obtido pelo método destrutivo forem significativas e
moderadamente positivas, 0 medidor portatil pode ser utilizado para estimar de forma adequada o
teor relativo de clorofila na folha.

O clorofilometro apresenta algumas vantagens em relacdo ao método destrutivo, dentre
elas rapida leitura, preservacdo do material vegetal avaliado, baixo custo de manutengdo do
aparelho, andlise de quantas amostras forem necessarias, 0 que resulta em economia de tempo e
dinheiro (MALAVOLTA et al., 1997).

4.3 CARACTERIZACAO DE LINHAGENS QUANTO A RESPOSTA A APLICACAO DO
MESOTRIONE

A avaliacdo das 55 linhagens em resposta ao herbicida mesotrione foi realizada no 7° dia
apo6s a aplicacdo (DAA), no estadio fenoldgico V3, adotando a adaptacdo da metodologia
proposta por Gazziero (1995) para avaliar o grau de toxicidade observado. As linhagens foram
classificadas em ordem decrescente conforme o grau de tolerancia apresentado (Tabela 10).

Receberam o conceito A as 14 linhagens que ndo apresentaram injarias ou sinais de
toxicidade, indicio de que essas linhagens sdo tolerantes ao herbicida mesotrione. As 22
linhagens listadas na classe B, cerca de 40%, apresentaram injdrias leves, cujos efeitos sdo
insuficientes para ocasionar quedas no rendimento. Pouco menos de 30% das linhagens
receberam o conceito C, pois apresentaram injarias moderadas com efeitos capazes de reduzir a
produtividade do milho. Foram observadas injurias severas em 3 linhagens, as quais foi atribuido
0 conceito D, pois os danos apresentados pelas plantas em resposta a aplicacdo sdo suficientes
para diminuir significativamente os niveis de produtividade, indicando que essas linhagens sao
mais suscetiveis ao mesotrione.

Nenhuma planta apresentou sintomas de completa destrui¢éo, por isso nenhuma linhagem

recebeu o conceito E.
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Tabela 10. Resposta das 55 linhagens a aplicacdo de mesotrione.

NUMERO DE
CONCEITO LINHAGEM LINHAGENS PERCENTUAL

A CDO03, CDO06, CD07, CD11, CD13, CD14, CD19, 14 25 5%
CD24, CD25, CD28, CD37, CD43, CD44 e CD52
CDO04, CDO05, CD08, CD09, CD10, CD15, CD16,

B CD18, CD20, CD27, CD29, CD38, CD39, CD42, 29 40%
CD45, CD46, CD47, CD48, CD50, CD51, CD54 e
CD55
CDO01, CD12, CD17, CD21, CD22, CD23, CD30,

C CD31, CD32, CD34, CD35, CD36, CD40, CDA41, 16 29%
CD49 e CD53

D CDO02, CD26 e CD33 3 5,5%

As plantas do grupo A ndo apresentaram injdrias ou sintomas de toxicidade, permitindo
inferir que essa linhagem dispGe de mecanismos genéticos capazes de metabolizar o herbicida
antes que a planta manifeste sinais de toxidez.

As linhagens do grupo D manifestaram sintomas de severa toxicidade (Figura 2), com
reducbes no crescimento das plantas devido a aplicacdo do mesotrione, fato que pode estar
diretamente relacionado a susceptibilidade da planta ao herbicida. Portanto, a escolha das
linhagens CD11 e CD33 como progenitores para 0s cruzamentos realizados ocorreu em fungéo

do grau de tolerancia observado.
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Figura 2 - Resposta da linhagem CD33: sem aplicacéo (a esquerda) e com aplicagdo do herbicida mesotrione
(a direita).

4.4 ESTUDO DO CONTROLE GENETICO PARA TOLERANCIA AO MESOTRIONE

O sucesso de um programa de melhoramento genético esta diretamente ligado a existéncia
de variabilidade genética, bem como sua relacdo com o valor fenotipico. Nos experimentos
conduzidos a campo em programas de melhoramento, diferentes fatores podem interferir na
expressdo de uma caracteristica, como variacGes entre plantas dentro das parcelas, variacdes
devido a heterogeneidade entre parcelas e diferencas genéticas entre progénies. Essas variagcoes
podem ser estimadas a partir de testes de progénies para estudo da variabilidade genética
existente (RESENDE; FERNANDES, 1999).

As plantas das geracoes P; e P,, F1, F3 € 0s retrocruzamentos foram avaliadas visualmente
(sintomas foliares) e o teor de clorofila determinado pelo método indireto (clorofildometro SPAD-
502), para estudo do controle genético sobre a tolerancia ao mesotrione.

As médias e variancias obtidas através da escala de Gazziero (1995) e do clorofilémetro

SPAD-502 sdo apresentadas nas Tabelas 11 e 12. N&o foram encontrados efeitos significativos
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entre as geracgdes avaliadas pelo teste t (p<0,05).

Tabela 11. Emprego da adaptacdo da escala de Gazziero (1995) para nimero de plantas, méedia e
variancia da sensibilidade ao mesotrione.

Linhagem Geragéo N° de plantas Médias Variancias (6%)

CD11 Py 12 1,416 0,265
CD33 P, 12 2,833 0,333
CD11 x CD33 Fy 12 2,083 0,265
CD11 x CD33 Fs 347 2,158 0,393
CD33 x F; RC, 108 1,842 0,358

CD11xF, RC, 132 2,022 0,342

Tabela 12. Determinac&o indireta dos teores de clorofila pelo SPAD-502 para numero de plantas,
média e variancia da sensibilidade ao mesotrione.

Linhagem Geragéo N° de plantas Médias Variancias (¢?)

CD11 P, 12 1.046,241 200,695
CD33 P, 10 1.041,690 385,187
CD11 x CD33 F 12 1.065,975 1.139,794
CD11xCD33 Fs 116 1.028,726 3.445,419
CD33 x F, RC; 48 1.099,872 1.047,038

CD11xF; RC, 48 1.052,275 1.609,809

A herdabilidade é um fator importante dentro do melhoramento genético, pois permite a
predicdo de ganhos genéticos. O controle experimental, local do experimento, nimero de anos,
métodos de estimacdo, caracteristicas avaliadas e métodos de selecdo sdo fatores que interferem
diretamente sobre a herdabilidade (FERRAO et al., 2008).

Pela estimagdo do coeficiente de herdabilidade no sentido amplo (Tabela 13), constata-se
que 79,21% e 28,35% da variacdo total da populacdo F3 séo atribuidas as causas genéticas com a
avaliagédo pelo indice SPAD e visual, respectivamente. Ja para os coeficientes de herdabilidade no
sentido restrito, a magnitude foi de 75,56% para variacdo anotada pelo SPAD-502 e 24,77% para
avaliacdo visual. Esses resultados indicam que as anotacOes realizadas com SPAD s&o menos
influenciadas pelo ambiente e que os efeitos génicos aditivos, detectados pela analise das
variancias, sdo mais importantes que os desvios de dominancia.

A heterose, que pode ser definida como a superioridade dos filhos em relagdo a média dos
pais, foi também estimada por essa metodologia. Pela anélise do SPAD a heterose observada foi
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positiva (22,01) enquanto que a avaliacdo visual apresentou valor negativo (-0,42). Esse
resultado negativo pode estar relacionado ao erro experimental e aos fatores ambientais, os quais
podem influenciar a expressao das caracteristicas estudadas, dificultando a analise e interpretacao
dos fatores geneticos que controlam tais caracteres. Entretanto, ao superestimar a variancia
ambiental, obtida a partir da média ponderada das variancias das geracdes segregantes, a heterose
também pode apresentar valores negativos (FARIA, 2012).

A heterobeltiose é um parametro que expressa a superioridade dos filhos em relacdo ao
progenitor de melhor desempenho (BOREM, 2013). Na geracdo F; sua estimativa apresentou

valores positivos para ambos os caracteres, com excecao do P, para a analise visual.

Tabela 13. Estimativas das avaliagdes com SPAD-502 e analise visual para a tolerancia
ao mesotrione para a geracgao Fs.

PARAMETROS GENETICOS SPAD VISUAL
Variancia Fenotipica 3445,42 0,39
Variancia Ambiental 716,37 0,28
Variancia Genotipica 2.729,05 0,11
Variancia Aditiva 2.603,25 0,98
Variancia Dominancia 125,80 0,14
Herdabilidade Ampla (%) 79,21 28,35
Herdabilidade Restrita (%) 75,56 24,77
Heterose 22,01 -0,42
Heterobeltiose P; 19,73 0,67
Heterobeltiose P, 24,29 -0,75
Grau Médio da Dominéncia (baseado em variancias) 0,44 0,76
Grau Médio da Dominancia (baseado em médias) 9,67 0,59
Numero de Genes (baseado em variancias) 5,86 17,29

A variancia genotipica foi composta na maior parte pelo componente geneético aditivo,
enguanto que os desvios de dominéncia apresentaram uma menor significancia, permitindo a
transferéncia do carater para as geracfes seguintes devido a variancia aditiva (Tabela 13). Os
valores observados para herdabilidade permitem inferir a ocorréncia de variabilidade genética,
permitindo a obtencdo de ganhos genéticos mediante a selecdo fenotipica de linhagens
homozigoticas tolerantes ao herbicida mesotrione em geracGes segregantes.

Os graus médios de dominancia obtidos foram de 0,44 para SPAD e 0,76 para VISUAL,
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evidenciando a importancia dos efeitos poligénicos na expressao da tolerancia das linhagens de
milho ao mesotrione. A estimativa do numero de genes envolvidos foi de 5,86 e 17,29 para
SPAD e VISUAL, respectivamente, indicando que o controle dessas caracteristicas é poligénico.

As estimativas e a significancia da hipdtese de nulidade de cada um dos parametros do
modelo completo para os caracteres SPAD-502 e Visual, encontram-se na Tabela 14. Para ambos
os caracteres avaliados, a média foi o pardmetro com maior estimativa.

Pela decomposi¢cdo ndo-ortogonal da soma de quadrados de parametros (Tabela 15),
verificou-se que os parametros média e efeito génico aditivo explicam 94,83% e 98,90% sobre a
variabilidade disponivel para os caracteres Visual e SPAD-502, respectivamente. Portanto, tais
resultados permitem inferir que é possivel obter gen6tipos homozigdticos superiores na geragdo
F3 por meio da selecdo e de ganhos satisfatorios nos ciclos de selecdo, pois o efeito aditivo possui
elevada magnitude. Logo, os resultados sugerem gue o modelo aditivo-dominante pode ser usado
para melhor explicar as variagbes do carater em razdo da baixa contribuicdo das interagdes

epistéaticas.

Tabela 14. Estimativas de efeitos génicos, obtidos pela analise das médias de seis geraches de
plantas de milho avaliados pelo indice SPAD e Visual.

. SPAD-502 VISUAL
Parametro Estimativa Variancia t Estimativa Variancia t
m 978,95 123,379 88,133 2,43 0,007 28,075
a 2,27 13,810 0,612 -0,70 0,012 -6,343
d 236,44 618,178 9,509 -1,34 0,095 -4,334
aa 65,01 129,301 5,717 -0,31 0,012 -2,706
ad 90,64 276,647 5,449 1,06 0,073 3,895
dd -149,42 981,083 -4,770 0,99 0,176 2,360

m: médias das linhagens homozigéticas derivadas de F;; a: medida do efeito génico aditivo; d: medida dos
desvios da dominancia; aa: medida das interagdes aditivo x dominante x dominante.

A medida apresentada, denotada por R?, pode ser utilizada para demonstrar a importancia
de um fator genético especifico sobre a variabilidade do carater estudado. Logo, os efeitos
genéticos mais importantes na determinacdo do carater foram m e a, enquanto que o efeito d
apresentou menor grau de importancia, indicando que ha a possibilidade de obter materiais

homozigdticos superiores a partir da selecdo nas populacdes derivadas F3, assim como 0s ganhos
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nos ciclos de selecdo serdo satisfatorios, uma vez que o componente de natureza aditiva € um dos
mais importantes.

Analisando os dados originais pelo modelo reduzido (Tabela 16), m foi o parametro que
apresentou maior estimativa, sendo os parametros a e d obtiveram valores negativos no modelo
completo (Tabela 15). Essas estimativas negativas podem ser advindas da superestimagdo da
variancia ambiental, a qual foi estimada a partir da média ponderada na variancia de geracGes
segregantes, podendo subestimar a varidncia genotipica dos caracteres quantitativos
(SCHUELTER, 1999).

Tabela 15. Decomposicdo ndo-ortogonal da soma de quadrados de parametros pelo método de
eliminacdo de Gauss para tolerancia ao mesotrione.

Fonte de SPAD-502 VISUAL

Variacao SQ R2 (%) SQ R2 (%)
m/ a, d, aa, ad, dd 7685,369 98,322 680,265 89,536
a/ m, d, aa, ad, dd 0,375 0,582 40,240 5,296
d/ m, a, aa, ad, dd 45,562 0,004 11,186 1,472
aa/ m, a, d, ad, dd 32,687 0,418 7,323 0,963
ad/ m, a, d, aa, dd 29,699 0,379 15,176 1,997
dd/ m, a, d, aa, dd 22,758 0,291 5,570 0,733

Total 7816,452 100 759,762 100

Tabela 16. Teste de nulidade de modelos ndo parametrizados com SPAD-502 e analise visual
em seis geracdes de milho para a tolerancia ao mesotrione.

R SPAD-502 VISUAL
Parametro - - —— - - ——
Estimativa Variancia t Estimativa Variancia t
m 1038,579 10,879 314,874 2,211 0,003 40,194
a 12,938 10,803 3,936 -0,342 0,003 -5,420
d 55,877 65,455 6,906 -0,427 0,018 -3,108

A absorcdo dos herbicidas pela planta, principalmente pelas folhas, € influenciada por
diferentes fatores, como a composi¢do da superficie foliar, espessura e arranjo da cuticula, além
de sofrer influéncias do ambiente, como temperatura e umidade do ar, e mesmo do herbicida com
relacdo ao seu coeficiente de particdo, concentracdo e tamanho da molécula (VIDAL, 2002).
Portando, a sensibilidade das plantas ao herbicida pode estar relacionada ao local de aplicacdo do

produto e as particularidades do material genético.
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A partir dos resultados obtidos é possivel inferir que o genotipo influenciou diretamente
sobre os sintomas visuais observados e na alteracdo do teor de clorofila com a aplicacdo do
mesotrione e, também, que o ambiente interfere nos resultados, sendo que as condi¢bes

ambientais podem contribuir significativamente para o aparecimento de sintomas foliares.
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5. CONCLUSOES

e Existe variabilidade genética entre linhagens para os indices de SPAD e de teores
de carotenoides para avaliacdes realizadas nos estadios de V3 e V6.

e As linhagens CD03, CD06, CD07, CD11, CD13, CD14, CD19, CD24, CD25,
CD28, CD37, CD43, CD44 e CD52 apresentaram tolerancia ao herbicida
Mesotrione.

e As linhagens CD11 e CD33 apresentam indices SPAD semelhante, sendo
indicadas para realizacdo de estudos sobre controle genético.

e O controle genético para tolerancia ao mesotrione é poligénico, sendo que 0s
efeitos génicos aditivos sdo mais importantes do que os desvios de dominancia,
indicando a possibilidade de obtencdo de plantas homozigo6ticas tolerantes ao

herbicida.
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