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Fenotipagem Associada a Tolerancia a Seca
em Milho para Uso em Melhoramento,
Estudos Genomicos e Selecao Assistida por
Marcadores

O cultivo de milho como base alimentar humana, direta e indireta, tem
importancia crescente em amplas regides do Brasil e do mundo. Colocar
em disponibilidade gendtipos produtivos e com caracteristicas de
tolerancia a estresses abioticos, especialmente ao estresse hidrico de
seca, € um desafio continuo para os programas de melhoramento, pois
seca € a maior fonte de instabilidade do rendimento de grdos de milho
em areas tropicais. Agrega-se a isto o fato de que a herdabilidade para
a caracteristica producdo de grdos é baixa; portanto, genétipos melhor
adaptados e com maior rendimento poderiam ser mais eficientes se
atributos que conferem rendimento sob condi¢gbes limitantes de agua

pudessem ser identificados e usados como critério de selegéo.

Caracteres de planta que influenciam rendimento de grdos se
expressam de maneira variada em diferentes anos e ambientes.
Entretanto, sob condi¢cdes de estresse hidrico, caracteristicas
secundarias podem aumentar a eficiéncia de selecdo para tolerancia e
rendimento, desde que elas tenham valor adaptativo, alta
herdabilidade, sejam de facil mensuracdo e altamente correlacionadas
com rendimento de graos.

As respostas das plantas aos estresses de seca e também as altas
temperaturas estdo associadas com 0 seu conteudo interno de agua.
Embora sejam conhecidos os efeitos desses estresses, S40 poucos 0s
resultados praticos significativos.

A adaptacéo de plantas a ambientes adversos ou situacGes sob fatores
ambientais subdtimos envolve a adaptacdo a estresses multiplos, com
interacdes diretas e indiretas. Assim, tornam-se de grande importancia a
identificacdo e a caracterizacdo de gendtipos, bem como os estudos
sobre a interacdo e sobreposicdo de mecanismos, tanto do ponto de
vista fisiolégico quanto bioquimico e molecular. A elucidacdo desses
mecanismos facilitara, por certo, o processo de geracdo de novos
materiais genéticos, além de contribuir para o desenvolvimento de
técnicas de sele¢do que podem reduzir o tempo e o trabalho para
avaliacdo de fontes genéticas de tolerancia a estresses abioticos de
seca.

O presente trabalho tem por objetivos caracterizar a deficiéncia hidrica
e descrever, sumariamente, o esforgco no desenvolvimento de material
genético competente para o melhoramento visando toleréncia & seca
em milho. Associam-se 0s conhecimentos quanto as estratégias de
melhoramento na definicdo de grau genético adequado, quanto a
identificacdo e descricdo de caracteristicas morfofisiologicas
secundarias e do rendimento de grao como parametros Uteis a
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fenotipagem e quanto ao potencial de uso de
técnicas moleculares como ferramentas de
auxilio ao melhoramento.

Em regiBes tropicais, sobretudo, este enfoque
de P&DI-Pesquisa, Desenvolvimento e
Informacéo - se presta ao melhoramento de
plantas, bem como contribui diretamente a
seguranca alimentar ou sustentabilidade
ambiental.

1. O Problema

Trés tipos de tolerancia a seca e seus
possiveis mecanismos foram identificados
(Turner, 1981): a) escape a seca ou a
habilidade de as espécies cultivadas ou
cultivares completarem seu ciclo de vida
antes de desenvolverem um sério déficit
hidrico na planta (mecanismos: precocidade e
recuperacao); b) tolerancia a seca em alto
status hidrico na planta, ou seja, a habilidade
de as espécies cultivadas ou cultivares
tolerarem prolongados periodos secos,
enquanto mantém um alto status hidrico na
planta (mecanismos: manutencdo de
absorcdo de agua e reducdo da perda de
agua); c) tolerancia a seca em baixo status
hidrico na planta, ou seja, a habilidade de as
espécies cultivadas ou cultivares tolerarem
prolongados periodos secos e baixos
conteldos de agua no tecido (mecanismos:
manutencao do turgor e tolerancia a
desidratacdo ou dissecacdo). Adicionalmente,
integrados mecanismos (particdo de
assimilados e remobilizacédo) e fatores
relacionados a seca, tais como, tolerdncia ao
calor, baixa fertilidade do solo, tolerancia a
salinidade, doencas e pragas, podem
contribuir para adaptacdo de plantas a
toleréncia a seca.

Medidas de rendimento de grdos (a mais
simples definicdo da performance) em uma
dada condicdo de estresse sdo influenciadas
por trés fatores: 1) o potencial basico de
rendimento da cultivar; 2) o padrdo de
desenvolvimento da cultivar (que deve
permitir, parcial ou totalmente, o escape dos
efeitos daquele estresse); 3) a tolerdncia a

seca ou suscetibilidade da cultivar (Durdes et
al., 1994).

Observacdes em areas de producgéo e
resultados experimentais, dentre eles os de
Durdes et al. (1997, 2000, 2001, 2002, 2003)
mostram que, quando o estresse de seca
ocorre durante o florescimento, as perdas em
rendimento de grdos de milho podem ser
superiores a 50%. Rendimento de grdos de
milho cultivado sob regime de intermediario e
severo estresses geralmente oscilam de 40 a
60% e 10 a 25% do rendimento sob
condi¢cdes bem irrigadas, respectivamente
(CIMMYT, 1999).

A deficiéncia hidrica esta associada as altas
temperaturas e plantas tolerantes a esses
estresses sdo aquelas que, no processo de
ontogénese, sdo habeis em se adaptarem e
crescerem, dando o maximo de seu
rendimento, devido a uma série de
propriedades adquiridas no processo de
evolucdo, sob a influéncia de condicbes
ambientais e da selecdo natural. Assim, a
diversidade genética é um fator essencial
para o processo de selecdo e o milho tem
servido como cultura exemplar para o
aproveitamento dessa variabilidade (Grant et
al., 1989; Bolafios & Edmeades, 1993a,
1993b).

Nesse contexto, o foco principal do programa
de pesquisa € utilizar parametros
morfofisiolégicos, bioguimicos e moleculares
para selecionar genétipos de milho
contrastantes para intervalo entre
florescimentos masculino e feminino (IFMF) e
produtivos, cultivados sob estresse hidrico
controlado, visando o melhoramento para
toleréncia a seca.

Em milho (Figura 1), o estresse hidrico antes/
durante o florescimento causa o
retardamento no florescimento feminino e,
conseqlientemente, aumenta o comprimento
do intervalo entre florescimentos masculino e
feminino (IFMF), em dias. O assincronismo
entre florescimentos masculino (FM) e
feminino (FF) tem sido associado com um



decréscimo no rendimento de grdos sob seca
(Kiesselbach, 1949; DuPlessis & Dijkhuis,
1967; Herrero & Johnson 1981; Hall et al.,
1981; Hall et al., 1982; Dow et al., 1984;
Westgate & Boyer, 1986; Westgate &
Bassetti, 1990; Bolafios et al., 1993; Bolafios
& Edmeades, 1996; Durdes et al., 1994,
1997, 1998, 1999a, 1999b, 2000, 2001,
2002, 2003; Bassetti & Westgate, 1993a,
1993b; Betran et al., 2003).
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Figura 1. Planta de milho indicando pendao (com liberagdo de
pélen, FM) e espiga (com extrusdo de estilos-estigmas, FF).

2. Tipificacdo da Seca

Caracterizar a deficiéncia hidrica implica
descrever o potencial hidrico no solo e na
planta, na fase fenoldgica critica da cultura,
e apontar os métodos e técnicas adequados
para identificar e monitorar a duracdo e a
intensidade do déficit hidrico imposto a
planta, bem como as respostas diferenciadas
entre genotipos. Essas medidas sao
fundamentais para a caracterizagdo do
estresse hidrico, a avaliagdo do rendimento
de grdos e o comportamento de
caracteristicas secundarias associadas ao
rendimento.

2.1. Planta: f (estadio de desenvolvi-
mento alvo) == FLORESCIMENTO

A taxa de consumo de agua pela planta de
milho é funcdo de fatores ambientais
associados ao genétipo e ao ciclo da planta.
Cultivares de ciclos precoce e superprecoce
apresentam menor consumo de agua que
cultivares de ciclo tardio. A planta exige um
minimo de 350 a 500 mm de precipitacdo e
seu consumo diario raramente excede 3mm
até o estadio de sete folhas; porém, durante
os estadios reprodutivos, pode atingir 10
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mm, principalmente sob altas temperaturas,
em que menos de 1% da agua absorvida fica
retida, sendo o maior consumo para
transpiracdo (Brunini et al., 1981).

A falta de 4gua estd associada a interferéncia
em processos de sintese de proteinas e RNA,
sendo caracterizada por um aumento no teor
de aminoéacidos livres. Déficit hidrico provoca
a reducdo da abertura de estdbmatos e,
conseglentemente, da absor¢cdo de CO com
efeitos negativos sobre a taxa de fotossintese
e reflexos sobre o vigor e a altura da planta,
fertilidade do grédo de pdlen e coincidéncia de
florescimento masculino e feminino, entre
outros fatores que afetam o rendimento de
graos.

A taxa de fotossintese cai significativamente
quando o potencial hidrico da folha atinge
valores préximos a —3,5 atmosferas e é
reduzida em até 50% quando o potencial
hidrico do solo atinge —1 atmosfera (Fancelli
& Dourado-Neto, 1996).

A disponibilidade de agua é funcdo direta do
desenvolvimento do sistema radicular. Outros
mecanismos, como maior relagdo entre raiz e
parte aérea, pequeno tamanho de células,
cuticula foliar (espessura e cerosidade),
angulo foliar, ajuste osmoético,
comportamento e frequéncia estomatica,
acumulo de metabdlito intermediério e
resisténcia a desidratacdo das células
conferem maior grau de resisténcia a déficit
hidrico (Hsiao, 1973; Turner, 1981;
Magallh&es et al., 1994; Campbell & Close
1997; Chapman & Edmeades, 1999; Zhang et
al, 1999; Zinselmeier et al., 1999; Machado
et al., 2001; Viana et al., 2001; Ribaut et al.,
2002).

Os periodos criticos concentram-se nas fases
de germinacdo, florescimento e enchimento
de gréos, principalmente 15 dias antes e apés
o florescimento (Figura 2). Déficit hidrico por
uma semana durante o florescimento pode
reduzir em 50% o rendimento de gréos; se
posterior a polinizacdo reduz em 30%
(Nickell, 1983).
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Robins & Domingo (1953) quantificaram as
reducdes no rendimento associadas a seca
coincidindo com o periodo de florescimento.
Denmead & Shaw (1960), reduzindo o status
hidrico da planta para o ponto de
murchamento, durante as fases de pré-
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Figura 2. Suscetibilidade de milho a estresse de seca, influen-
ciado pelo estadio de desenvolvimento. Para maior
suscetibilidade, a maior reducdo de rendimento resultara de

uma unidade do estresse de seca.

florescimento, florescimento e pés-
florescimento, obtiveram reducdes no
rendimento de 25%, 50% e 21%,
respectivamente. Claasen & Shaw (1970)
observaram que, estressando plantas para o
ponto de murchamento, antes da emissdo do
estilo-estigma, reduziram rendimentos para
15%; na antese feminina, por 53% e, quando
estresse hidrico foi aplicado trés semanas
apd6s a emissdo do estilo-estigma, a reducao
foi de 30%. Shaw (1976) sumarizou varios
dados e mostrou que estresse no periodo de
sete dias antes até 15 dias apds a antese
reduz o rendimento de graos de duas a trés
vezes mais do que em outros estadios de
crescimento do milho (Figura 3).

Em milho, grandes perdas em producéo
resultam quando ocorre uma seca no
florescimento e no inicio do desenvolvimento
da semente (Claassen & Shaw, 1970). A
ocorréncia de um periodo de seca durante o
florescimento pode ter influéncia distinta em
trés fases: a) iniciagé@o floral e o
desenvolvimento das inflorescéncias,
afetando diretamente o numero potencial de

b
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Figura 3. Diagrama esquematico da relagdo entre idade da
cultura e percentagem de decréscimo de rendimento devido a
um dia de estresse de umidade. Fonte: Shaw (1976).

gréos; b) periodo de fertilizacdo, em que é
fixado o potencial de producédo, cujos efeitos
sdo a desidratacdo do grao de pdlen e a
dificuldade de penetracdo e crescimento do
tubo polinico; ¢) o enchimento de gréaos,
através da reducdo na translocacdo de
assimilados para o grdo e também pela
influéncia direta na fotossintese.

2.2. Solo

A caracterizacdo do potencial hidrico e
deplecdo de agua no solo, durante estresse
hidrico imposto em fase critica
(florescimento) da cultura, € de fundamental
importancia para melhoramento e estudos de
respostas de gendtipos de milho a estresses
hidricos.

A agua do solo ndo é retirada igualmente de
todas as profundidades. A extracdo depende
da distribuicdo das raizes no perfil e, por isso,
depende do estadio de desenvolvimento
(idade) da planta. A superficie do solo perde,
ainda, agua por evaporacao. Portanto, a
umidade do solo varia em profundidade,
dentro do perfil de solo, podendo existir
pontos bem secos, proximos ao Ponto de
Murcha Permanente (PMP), como as camadas
superficiais, e pontos bem Umidos, préximos
a Capacidade de Campo (CC), tais como as
camadas abaixo do sistema radicular. A
medida de Agua Disponivel (AD) deve ser



feita na regi@o de maior desenvolvimento
radicular que, para o milho encontra-se,
geralmente, na faixa de 5 a 30 cm de
profundidade. Essa camada deve ser mantida
com AD durante todo o desenvolvimento da
cultura, para a maximizacdo da produtividade
(Campbell, 1977; Reichardt, 1990, 1993,
1996).

2.3. Monitoramento da Deficiéncia
Hidrica da Cultura: Métodos e Técnicas

a) Método “Termometria a Infravermelho”
(IEHC, indice de Estresse Hidrico da Cultura,
segundo Jackson, 1982), utilizando a
equacdo de Penman-Monteith, modificada
pela FAO, para determinacdo da
evapotranspiracdo de referéncia (Eto)
et al., 1998);

(Allen

b) Métodos “Termoelétricos do Pulso de
Calor e do Balanco de Energia” no caule das
plantas, com determinacdo do fluxo de
circulagdo da seiva a partir de medicdes de
variacdo de temperatura de sensores inseridos
na regido do xilema, e métodos de
minilisimetros de pesagem (Gomide, 1990;
Gomide et al., 2002);

c) Técnicas de “Monitoramento de Umidade
do Solo” por tensiometria e gravimetria
(Reichardt, 1990, 1993, 1996).

2.4. Sitios especificos para estresse
hidrico

A escolha e definicdo dos sitios para a
conducdo de experimentos se justificam pelo
tipo (duragdo e intensidade) de estresse
hidrico a ser imposto e a fase fenolégica de
florescimento da cultura de milho, como
estratégia de melhoramento para tolerancia a
seca. Adiciona-se a isto o entendimento de
que trabalhos experimentais em casas-de-
vegetacdo devem ser complementados com
trabalhos em campo.

Em ambientes controlados de casa-de-
vegetacgdo, sdo feitos estudos de
caracterizacdo e ajustamento de
caracteristicas morfofisiol6gicas adequadas a
selecdo, para ampliar as oportunidades de

Fenotipagem Associada a Tolerdncia a Seca em Milho...

entendimento de mecanismos envolvidos em
tolerancia e respostas a estresses hidricos
continuos e/ou ciclicos, por fases criticas da
cultura. Complementarmente, em campo, Séo
validados os experimentos sob condicfes
plenas de irrigagdo durante o ciclo e sob
estresse hidrico imposto no florescimento.

Exemplos adequados sobre a construcéo
desses sitios especificos para estudos de
estresses, e que carecem ser ampliados, sdo o
Campo Experimental da Embrapa em Nova
Porteirinha, localizada no norte de Minas
Gerais, e 0 Centro Nacional de Pesquisa de
Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, na regido
central de Minas Gerais, que relinem
condicBes basicas para este trabalho. Em
Nova Porteirinha, além das facilidades fisicas
da area experimental, sistema de irrigacdo e
mao-de-obra treinada, existe clima favoravel
(temperaturas altas e probabilidade de chuvas
tendendo a zero, coincidentes com o
florescimento, quando os plantios forem
realizados em maio-junho). Em Sete Lagoas,
contam-se as facilidades operacionais de
laboratorios, equipamentos e uma equipe
multidisciplinar treinada. Nesses ambientes,
podem ser desenvolvidos, integradamente,
trabalhos experimentais de campo, casa-de-
vegetacdo, camara de crescimento e
laboratérios, como segue:

a) Campo: Nova Porteirinha, MG (plantios
anuais em maio-junho) e Sete Lagoas, MG
(plantios de inverno), sob plena agua,
durante o ciclo da cultura, e com estresse
hidrico imposto no florescimento.

b) Casa-de-vegetacdo, camara de
crescimento, laboratérios: Sete Lagoas,
MG, em solos envasados e condi¢des
ambientais controladas.

3. Estratégia de Pesquisa

Os trabalhos experimentais procuram tipificar
a seca e identificar e caracterizar genétipos
de milho “per se” e contrastantes quanto a
sua performance agrondmica e reprodutiva,
cultivados sob plena irrigacdo e sob estresse
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hidrico de seca durante o florescimento, e a
sua consequente fenotipagem através de
caracteristicas secundarias, observando-se
que: a) selecdo para reduzido IFMF, sob
estresse hidrico controlado imposto no
florescimento, promove efetivo e rapido
procedimento para mais alto e estavel
rendimento de gréos; b) reduzido IFMF é
parcialmente consequéncia de maior
potencial hidrico na planta durante o
florescimento; c) a emissédo de estilo-estigma
é sensivel a déficites hidricos diferenciados
na planta. A genotipagem, via marcadores
moleculares, visa sobretudo identificar
marcadores que possam auxiliar a selecdo de
genotipos superiores tolerantes ao estresse
hidrico no florescimento.

4. Hipotese Cientifica

Genétipos de milho melhor adaptados e com
mais alto rendimento podem ser mais
eficientes se atributos que conferem
rendimento sob condi¢des limitantes de agua
sdo identificados e usados como critério de
selecdo. Resultados experimentais evidenciam
que selecdo para reduzido intervalo entre
florescimentos masculino e feminino — IFMF,
sob estresse hidrico controlado no
florescimento, promove um efetivo e rapido
procedimento para mais alto e mais estavel
rendimento de grdos em milho tropical. E
possivel, por meio de técnicas de biologia
molecular, a identificacdo de marcadoress
moleculares associados as caracteristicas
secundérias indicadoras do rendimento de
gendtipos de milho com toleréncia a seca.

Nesse contexto, baixo IFMF implica maior
sincronismo no florescimento, significando
uma maior adaptacdo do gendtipo a dado
estresse hidrico e resultando em maior
rendimento de grdos sob condi¢cdes adversas
de agua.

5. O Marcador Fenotipico

Intervalo entre Florescimentos Masculino e
Feminino (IFMF) é uma caracteristica
relativamente simples de se avaliar em nivel

de campo e tem-se mostrado altamente
correlacionada com rendimento de grdos sob
estresse hidrico imposto no florescimento.
Entretanto, estudos de heranca quantitativa,
em gendtipos melhorados de milho, carecem
ser conduzidos sob condi¢des de estresse
abiotico.

6. O Material Genético

Buscando-se o desenvolvimento e a avaliacdo
de cultivares de milho tolerantes a estresses
ambientais, especialmente ao estresse hidrico
de seca, descrevem-se algumas das
possibilidades pesquisadas e a geracdo de
materiais com background genético
adequado a utilizacdo de marcadores
moleculares.

De uma populacdo de milho sintético elite de
grdos duros, obtiveram-se linhagens com alto
grau de endogamia (S8) e contrastantes para
0 parametro fenotipico IFMF, associados ao
rendimento de grédos, que foram
caracterizadas morfofisiologicamente em
ensaios conduzidos sob condi¢des plenas e
sob estresse hidrico imposto no
florescimento. Produziram-se populacdes
segregantes entre linhagens contrastantes,
visando estudos gendmicos de interesse para
0 melhoramento do rendimento de grdos sob
estresse hidrico de seca (Figura 4).

7. Estudos em Foco

Para aumentar a eficiéncia da selecdo visando
tolerdncia a seca, uma cuidadosa
administracdo das condi¢cdes ambientais é
requerida. Assim, marcadores moleculares
estdo sendo usados para identificar as regioes
gendmicas responsaveis pelo controle do
IFMF e do rendimento de grdos de milho,
com o objetivo final de desenvolver
estratégias de Selecdo Assistida por
Marcadores (SAM).

7.1. Engenharia de Gestéo de P&DI

A forma como sdo concebidas e processadas
as acOes de pesquisa, desenvolvimento e
informacdo - P&DI -, na Embrapa Milho e



Fonte: Populacdo Sintético Elite “Flint” (heterogénea)
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Figura 4. Procedimentos esquematicos para produgéo de
populagdes segregantes de linhagens contrastantes para IFMF,
visando producgdo de grdos e tolerancia a seca.

Sorgo (operacionalizadas via equipes
interdisciplinares, em Nucleos Tematicos,
http://www.cnpms.embrapa.br/nucleos.html)
visa uma abordagem sistémica dos problemas
de pesquisa.

Através de temas estratégicos, €
compreensivel que os projetos liderados pelo
Nucleo de Recursos Genéticos e
Desenvolvimento de Cultivares - NRGC -
cuidem basicamente de estudos de
variabilidade e obtencdo de novos gendétipos
(avaliados em inumeras populagdes,
progénies, variedades, linhagens e hibridos),
associados com as acdes de pesquisa do
Nucleo de Estresses Abidticos e Relacdo
Solo-Agua-Planta — NEA — que estudam
mecanismos de tolerancia e/ou eficiéncia e
técnicas de screening, buscando materiais
contrastantes (identificados e caracterizados
daqueles gendtipos obtidos nas acbes de
pesquisa do NRGC), preparando-os, com
background genético adequado, para a
utilizacdo de técnicas de biologia molecular e
celular aplicadas ao melhoramento, via
equipes do Nucleo de Biologia Aplicada -
NBA.
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Essa engenharia de gestdo de P&DI é
relevante para a Embrapa Milho e Sorgo e
estratégica para a Embrapa. Este arranjo de
gestdo e de projetos configura uma excelente
parceria em P&DI, interna e externamente, e
justifica a recorréncia complementar de
fontes de germoplasma com background
genético adequado para cada trabalho da
equipe multisciplinar, sem, contudo,
configurar uma duplicidade de trabalho. Esse
esforco de P&DI se presta ao melhoramento
de plantas, bem como contribui diretamente
a seguranca alimentar ou sustentabilidade
ambiental.

7.2. Resultados Atuais

(*As linhagens de pedigree fechado
somente estardo disponiveis em
conformidade com a legislacéo vigente)

A identificagcdo e caracterizagdo
morfofisiolégica e bioquimica, buscando-se
uma fenotipagem adequada para genotipos
distintos e o conhecimento de novos
descritores, visando melhorias em indices de
selecdo sob estresses, como base técnico-
cientifica imprescindivel para a genotipagem
molecular em milho, tem sido empreendida e
alguns de seus resultados podem ser
mencionados:

1. Identificagdo de linhagens contrastantes
para IFMF (IFMF = 0, significa “com
sincronizagdo entre florescimentos masculino
e feminino”; valor positivo significa
protandria e valor negativo, protogenia),
sendo L13.1.2,16.1.1,18.3.1eL10.1.1
caracterizadas como tolerantes (de baixo
IFMF, com O dia) e duas sensiveis (de alto
IFMF, sendo L1170 com +4 dias, e L1147
com +5 dias) (Durées et al., 1999a, 2001,
2002; Teixeira et al., 1999).

2. Obtengdo de F, (L 1147 x L 13.1.2) para
tolerancia a seca;

3. lIdentificacdo de gendtipos potenciais para
toleréncia a seca: L13.1.2 x L10.1.1; e
cruzamentos com L6.1.1 e L8.3.1 devido
a sua capacidade de combinacéao;
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4. Obtencdo de populagdes segregantes (F, e
F,) derivadas do cruzamento entre as
linhagens contrastantes para tolerancia a
seca, bem como estudos fenotipicos de
familias F,eF;

5. Marcadores moleculares em linhagens,
hibridos e individuos F, apresentam
resultados ainda inconclusivos.

6. Reducgdes em produtividade de 40 a 70%
tém sido observadas quando o hibrido
sofre estresse de umidade no
florescimento. Essas reducdes tém sido
mais acentuadas em hibridos nao
selecionados para IFMF;

7. Sob estresse de agua no florescimento, o
rendimento de gréos parece estar mais
associado a prolificidade que ao IFMF.

7.3. Pesquisas em Andamento

Focos de pesquisa e novas questdes
cientificas e metodoldgicas estdo em
andamento, visando ampliar o conhecimento
e tecnologias sobre descritores, mecanismos
e germoplasmas de milho e sua utilidade para
0 melhoramento e a sua incorporagdo nos
sistemas produtivos. Desses esforcos
multidisciplinares de associacdo de arranjos
da genética fisiolégica e do melhoramento
classico com ferramentas da biologia
molecular e celular, destacam-se:

1. Caracterizagdo fenotipica de milho
utilizando-se caracteristicas de producao
de graos, prolificidade, IFMF, senescéncia
foliar, tamanho de pendao, enrolamento
foliar;

2. Mapeamento de QTLs para IFMF em
populagdes F derivadas do cruzamento
entre Iinhageﬁs contrastantes, associados
a tolerancia a seca:

. Identificar segmentos do genoma de milho
(QTLs) responsivos para IFMF, associados
com caracteristicas morfofisioldgicas e
componentes do rendimento;

. Estimar a interagdo fenotipica e genotipica
entre essas caracteristicas;

. Procurar viabilizar a utilidade de QTLs IFMF
para melhoramento de tolerancia a seca
(SAM-Selecdo Assistida por Marcadores).

3. Ampliar a utilizacdo de gendtipos nos
estudos de tolerancia a seca:

. Caracterizar 50 linhagens (S,) de grupos
heteroticos distintos;

. Avaliar, para estresse de seca, linhagens
oriundas dos programas de Estresse Mineral,
que apresentam: Fosforo (P-eficiente: L3 e
L228; P-ineficiente: L22); Nitrogénio
(linhagens N-eficientes e N-ineficientes da
populagcdo melhorada CMS 22; Aluminio (Al-
tolerante: cateto 267-67; Al-tolerante
intermediario: L3; Al-susceptivel: L53);

. Estudar e selecionar progénies de grupos
heterdticos distintos;

. Introduzir e incorporar ao programa de
melhoramento linhagens tolerantes a seca
oriundas do CIMMYT;

. Explorar as associa¢fes dos parametros
rendimento de grdos e espiga por planta para
melhoramento sob estresse hidrico;

. ldentificar e caracterizar genétipos de milho
para tolerancia a seca;

. Estudar mecanismos e técnicas de
“screening” para tolerancia a seca.

4. Melhoramento intrapopulacional sob
condi¢des normais de irrigacdo e sob
condicbes de estresse no florescimento
(Sintético Elite “Flint”):

. Identificacdo de hibridos com 100% de
IFMF e 50% de IFMF. Questdo: Para um
determinado hibrido ser tolerante ao estresse
de umidade ha a necessidade de se ter todos
0s parentais com IFMF ou apenas 50% do
parental ter IFMF?

8. Descricao de Caracteristicas
Secundéarias que Auxiliam a
Identificacéo de Tolerancia a Seca

O entendimento da natureza da alocacéo
diferencial de matéria seca durante o ciclo da
planta de milho, sobretudo dos fatores e



processos relacionados a particdo para o
grdo, é de fundamental importancia no
direcionamento do melhoramento genético
visando incrementar o rendimento de gréos.
As respostas das plantas cultivadas sob
plenas condigcbes ou sob estresses ambientais
(bidticos e abidticos) dependem da atividade
metabdlica, da morfologia e do estadio de
desenvolvimento das mesmas.

Caracterizar o ambiente e identificar
caracteristicas primarias e secundarias de
plantas visando a obtencédo, sele¢do e uso de
genotipos responsivos a fatores ambientais
subdtimos e melhorias nas praticas de manejo
sdo tarefas complexas e requerem métodos
adequados. As caracteristicas primarias se
referem ao rendimento de grdos e aos
componentes do rendimento e as
caracteristicas secundarias sdo outros
atributos de plantas, como angulo foliar,
folhas verde-escuras, stay-green, pendao
pequeno, intervalo entre florescimentos
masculino e feminino, etc. — que apresentam-
se como de rapido e baixo custo de
mensuracdo, e alta herdabilidade — e que
estdo relacionadas com rendimento de gréo e
performance do gendtipo sob presséo de
selecdo para determinado estresse ambiental,
como de seca, de baixo nitrogénio, doencgas,
etc.

Focando o rendimento de grdos como o
interesse primario, a utilizacdo de
caracteristicas secundarias pode melhorar a
precisdo com que genotipos tolerantes a
estresse hidrico séo identificados, além de
demonstrar o grau em que a cultura foi
estressada pela seca.

Edmeades et al. (1998) estabeleceram que,
para uma caracteristica secundaria ser ideal,
ela deve ser geneticamente associada com
rendimento de grdo sob estresse, de alta
herdabilidade, barata e facil de medir, estavel
dentro do periodo de mensuracédo, nao
associada com o decréscimo no rendimento
sob condi¢cdes nao-estressadas, observada
durante ou antes do florescimento, a fim de
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que pais indesejaveis ndo sejam cruzados, e
também ser um confiavel estimador do
potencial de rendimento antes da colheita
final.

Algumas recomendacgdes no uso de
caracteristicas secundarias tém sido feitas,
baseado em correlagdes fenotipicas entre tais
caracteristicas e o rendimento de graos.
Algumas dessas correlagbes tém sido
calculadas com base em poucos gendtipos,
dando pouca precisdo aos resultados.
Adicionalmente, ndo € suficiente conhecer
que uma caracteristica secundaria esta
relacionada para tolerancia a seca, mas
possuir alelos favoraveis para outras
caracteristicas importantes da planta, como o
rendimento de graos (Bray, 1993; Teixeira et
al., 1999; Bruce et al., 2002).

Dentre as caracteristicas recomendadas para
avaliacdo da tolerancia a seca em milho, sdo
listadas as seguintes, em ordem decrescente
de importancia, segundo Banziger & Lafitte
(1997a, 1997b); Banziger et al., (2000);
Bolafios & Edmeades (1993a; 1993b; 1996);
Bolafios et al., (1993); Edmeades et al.,
(1993); Lafitte & Edmeades (1994a; 1994b;
1994c, 1995); Durées et al., (1997, 1999);
Fukai & Cooper, (1995):

a) Producdo/Rendimento de Graos

» Herdabilidade: média sob estresse no
enchimento de grao; média a baixa sob
estresse no florescimento.

* Relacdo com rendimento de gréo: alta.

e Selecdo: para aumentado rendimento de
gréo.

e Tipo de estresse: ser medido sob estresse
de seca no florescimento ou no enchimento
de grao.

e Medida: debulhado, ajustado para umidade
de gréo.

Observacdo: A relacdo peso de grao/sabugo,
ou seja, a porcentagem de debulha, varia
consideravelmente sob seca. Peso de gréo,
ndo o peso de espiga, deve ser usado para
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calcular o rendimento de gréo.

b) Numero de espigas por planta
(prolificidade):

» Herdabilidade: alta e aumentando com a
intensidade do estresse.

e Relacdo com rendimento de gréo: alta sob
estresse no florescimento.

» Selecdo: para mais espigas por planta (i.e.,
menos abortamento).

e Tipo de estresse: ser medido sob estresse
de seca no florescimento; herdabilidade e
variancia genética € maior quando o estresse
no florescimento é intenso o suficiente para
que a média de espigas por planta seja de 0,3
a 0,7 em todo o experimento.

e Medida: contar o numero de espigas com
no minimo um grdo completamente
desenvolvido e dividir pelo nimero de plantas
colhidas.

c) Intervalo entre Florescimentos Masculino e
Feminino (IFMF)

» Herdabilidade: média, mantendo
razoavelmente alto nivel sob estresse severo
no florescimento.

e Relacdo com rendimento de gréo: alta sob
estresse de florescimento.

e Selecdo é para um reduzido ou mesmo
negativo IFMF.

e Tipo de estresse: ser medido sob estresse
de seca no florescimento; herdabilidade e
variancia genética € maior quando o estresse
no florescimento é intenso o suficiente para
que a média de IFMF seja de quatro a cinco

dias em todo o experimento.

e Medida: determinar o numero de dias da
semeadura até 50% de plantas que tenham
extrusado as anteras (data da antese, DA), e
0 numero de dias da semeadura até 50% de
plantas que mostram os estilos-estigmas
(data dos cabelos do milho, DC); calculo:
IFMF = DC - DA.

d) Senescéncia foliar

e Herdabilidade: média.

e Relacdo com rendimento de grdo: média
sob estresse no enchimento de gréo.

e Selecdo: para atrasada senescéncia foliar
(stay-green).

» Tipo de estresse: estresse no enchimento de
gréo.

* Medida: nota na escala de 0 a 10, dividindo
a porcentagem do total estimado da area
foliar morta por 10.

1 = 10% da éarea foliar morta 6 = 60%
da area foliar morta
2 = 20% da area foliar morta 7= 70%
da area foliar morta
3 = 30% da area foliar morta 8 = 80%
da area foliar morta
4 = 40% da area foliar morta 9= 90%
da area foliar morta
5 = 50% da area foliar morta 10 = 100%

da area foliar morta

Observacdo: Senescéncia foliar poderia ser
medida em duas a trés ocasides, sete a dez
dias, em separado, durante o final do
enchimento de gréo.

e) Tamanho de pendao
e Herdabilidade: média para alta.

e Relagdo com rendimento de grdo: média
sob estresse no florescimento.

e Selecdo: para um menor penddo, com
poucas ramificacoes.

« Tipo de estresse: essa caracteristica pode
ser medida sob condi¢cdes bem irrigadas, mas
€ indicativa de tolerancia a seca, no estadio
de florescimento.

« Medida: nota na escala de 1 (poucas
ramificagdes, pequeno penddo) a 5 (algumas
ramificacoes, grande pend&o).

Observacédo: indicado apenas com progénies
que tém um grau de endogamia de, no
minimo, S1; mais dificil para determinar em
material com completo vigor. Dois



independentes escores sdo recomendados.
f) Enrolamento de folha
» Herdabilidade: média a alta.

* Relagdo com rendimento de grdo: média a
baixa.

e Selecdo: para folhas ndo enroladas.

e Tipo de estresse: estresse no florescimento.

+ Medida: notas plotadas na escala de 1 a 5.

1 = ndo-enroladas, turgidas

2 = borda da folha comeca a enrolar

3 = folha tem o formato de um V

4 = borda da folha enrolada cobre parte da

lamina da folha
5 = folha esta enrolada como uma cebola

Observacéao: ser medida antes do
florescimento, quando as folhas estdo ainda
mais eretas verticalmente; é menos provavel
que as folhas enrolarem apés o
florescimento, quando elas tornam-se mais
moles e mais grossas. Dois ou trés escores
sdo recomendados.

9. Mapeamento Genético para Tole-
rancia a Seca em Milho: Estratégia

A maioria das respostas para estresses
ambientais, a exemplo de estresse hidrico, é
devido a efeitos de alguns genes agindo
juntos (Wang et al., 2003). Quando um
cruzamento é feito entre plantas cujos
fenotipos sdo contrastantes para uma
caracteristica, por exemplo, alto e baixo
IFMF, as progénies resultantes tendem a
segregar amplamente para a caracteristica.
Isto é devido a variagdo entre progénies de
plantas para alelos de varios ou alguns locos
que agem juntos para produzirem o fendtipo
da planta. Quando varios genes estao
envolvidos, a variacdo tende a ser continua,
seguindo uma distribuicdo normal. Por essa
razdo, tais caracteristicas, como o IFMF, séo
conhecidas como poligénicas ou de heranca
genética quantitativa. Os genes ou regides
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gendmicas individuais condicionando tais
caracteristicas sdo chamados de QTLs
(Quantitative Trait Loci).

A determinacdo de ligagdo genética entre
marcadores e QTLs depende da existéncia de
desequilibrio de ligacdo entre alelos no loco
marcador e alelos do QTL. Esse desequilibrio
gera efeitos quantitativos associados ao
marcador, que podem ser detectados e
estimados por meio de analises adequadas.
Desequilibrio de ligacdo entre dois locos
ocorre quando as frequéncias genotipicas dos
gametas diferem do produto das frequéncias
dos alelos componentes, denotando a
existéncia de uma associacdo significativa
entre os dois locos. A ligacédo fisica entre os
dois locos do mesmo cromossomo é apenas
uma das causas de desequilibrio de ligagao.
Entretanto, em experimentos de
mapeamento, uma associacdo significativa
entre marcador e gene é normalmente
interpretada como sendo evidéncia de
proximidade fisica, apesar de a distancia
genética ndo ser diretamente correlacionada
com distancia fisica.

A maioria das estratégias de mapeamento de
QTLs esta baseada no uso de populacdes
segregantes tradicionalmente utilizadas para
a construcdo de mapas genéticos. Tais
populacdes sdo ideais, pois maximizam a
quantidade de desequilibrio de ligacdo entre
marcadores e QTLs. Operacionalmente, duas
linhagens puras fenotipicamente extremas em
relacdo a caracteristica de interesse séo
identificadas e cruzadas, obtendo-se uma
populagdo segregante (F,, retrocruzamento,
linhagens puras recombinantes) a partir de
hibrido F,. Os individuos dessa populacao
segregante sdo avaliados para as
caracteristicas de interesse e genotipadas
para algumas dezenas ou centenas de
marcadores moleculares distribuidos a
intervalos regulares (10 a 30 cM) ao longo do
genoma. As andlises sdo conduzidas para
serem detectadas associagfes significativas
entre os marcadores segregantes e as
caracteristicas de interesse.
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As caracteristicas de heranca quantitativa sédo
normalmente de grande importancia
econOmica. A capacidade de se detectar um
QTL é funcdo da magnitude do seu efeito
sobre a caracteristica, do tamanho da
populagdo segregante, da frequéncia de
recombinacdo entre o marcador e QTL, da
herdabilidade da caracteristica, de ambientes
que expressem a caracteristica estudada,
interacdo QTL x populagdo e QTL x ambiente.

Idealmente, marcadores serdo usados para
selecionar simultaneamente para rendimento
e caracteristicas secundarias importantes,
incluindo o grau de abortamento medido, o
nimero de espigas por planta (prolificidade) e
o intervalo entre florescimentos masculino e
feminino (IFMF) (Ribaut et al., 1996; Ingram
et al., 1996; Nguyen, 1997; Quarrie et al.,
1999; Zhang et al., 2001).

10. Fenotipagem e Genotipagem de
Milho para Toleréncia a Seca: Estu-
dos de caracterizacao
morfofisiologica e gendmica

Esforcos de acdes de pesquisa dentro de um
programa de melhoramento de plantas
visando tolerancia a seca cumprem,
obrigatoriamente, a mensuracdo em larga
escala de parametros fenotipicos que
expressem, de forma mais acurada, a
caracteristica de interesse no caso, a
tolerancia a déficites hidricos.

Os gendtipos submetidos a analise fenotipica
(p.ex., acessos de banco de germoplasma,
populacdes segregantes e linhagens) podem
ser genotipados com marcadores moleculares,
explorando também o polimorfismo de
nucleotideo Unico (“single nucleotide
polymorphism” — SNP), com base nas
informacdes das sequéncias de DNA.
Estratégias de mapeamento genético e de
testes de associacdo fenotipo-gendtipo
podem também ser utilizados para
identificagcdo de genes e regides genbmicas
associadas ao controle da tolerancia a esses
estresses.

O mapeamento genético permite dissecar o
controle genético de uma caracteristica
complexa, possibilitando identificar o ndmero
e a localizagdo de genes que atuam na
expressao de uma caracteristica, mensurando
0 seu efeito na variagdo fenotipica da
caracteristica e suas interacfes. Esse passo é
de fundamental importancia para o
desenvolvimento de variedades melhoradas
através de selecdo indireta para a
caracteristica de interesse, através de andlise
de polimorfismo de DNA. Os testes de
associacdo, de forma complementar ao
mapeamento de QTLs, permitem identificar
genes associados com tais caracteristicas
quantitativas, possibilitando a identificacédo
de variagdes nucleotidicas associadas a
variacdo fenotipica, levando ao isolamento de
regibes de DNA que contenham os genes de
interesse.

Acdes de pesquisa com esse enfoque estdo
em andamento em uma rede de colaboracéo
cientifica, atuando na interface das ciéncias
gendmicas e do melhoramento genético. O
Projeto Orygens — Inovacdes gendmicas para
0 descobrimento de genes e melhoramento
genético de gramineas (inicialmente, com
arroz, milho e sorgo) objetiva a identificacdo
e 0 possivel isolamento de genes
relacionados ao controle da tolerdncia aos
estresses abidticos (seca e temperatura), em
gramineas, utilizando estratégias gendmicas
para deteccdo e mapeamento de
polimorfismo diretamente associado aos
genes de interesse. A estrutura do projeto
permite que os dados de variacdes alélicas
obtidos sejam empregados na analise de
outros caracteres de importancia econémica
fenotipados nas mesmas linhagens
selecionadas para o estudo, base para
consideravel avanco na utilizagcdo de
ferramentas genbmicas em programas de
melhoramento (Ferreira et al., 2003).

11. Consideracdes Finais

Agua é um insumo escasso para fins agricolas
e crescentemente tem sido considerado um



recurso finito para a humanidade. Sua
distribuicdo e uso, com qualidade, tém-se
tornado um enorme desafio para tomadores
de decisdo e gestores, em todos os niveis de
competéncia.

Do ponto de vista da producdo vegetal, dgua
€ um insumo fundamental para os processos
vitais da planta e sua utilizacdo e eficiéncia
de uso sdo tecnologicamente parametros de
produtividade e competitividade. Desenvolver
e disponibilizar gendétipos comerciais
tolerantes a estresses hidricos ciclicos e/ou
continuos, bem como eficientes para o uso
de agua, € uma estratégia desafiadora e
adequada.

Como o rendimento de grdos sob estresse
hidrico constitui uma caracteristica complexa,
a identificacdo e a caracterizagdo de
gendtipos contrastantes (tolerantes e
sensiveis ao déficite hidrico), baseando-se em
caracteristicas secundarias de planta e
associadas ao rendimento de grdos, tornam-
se ferramentas potentes para o melhoramento
vegetal. Alia-se a isto a necessidade de
caracterizacdo da deficiéncia hidrica, em
fases criticas do ciclo da cultura, buscando-
se respostas das plantas e possiveis
mecanismos de tolerdncia ao estresse.

Em milho, tem-se buscado um amplo esforco
de melhoramento visando toleréncia a seca,
utilizando-se técnicas classicas do
melhoramento convencional de plantas,
associadas as técnicas moleculares e
celulares. Os resultados atuais séo
promissores e aliados, as ampliacdes do
conhecimento cientifico para o
melhoramento de milho, as tecnologias e
produtos gerados nesse enfoque de P&DI tém
contribuido de forma crescente e diretamente
para a seguranca alimentar ou
sustentabilidade ambiental.
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