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RESUMO

LAMEGO, Danielle Leal; MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; fevereiro de 2023; Impacto da seca em caracteristicas associadas a
tolerancia ao déficit hidrico em milho-pipoca; Orientador: DSc. Antdnio Teixeira do
Amaral Junior. Conselheiros: DSc. Eliemar Campostrini e DSc. Marcelo Vivas.

A seca € um dos principais fatores abi6ticos que causa perdas na produtividade e
representa séria ameaca em todo o sistema agricola. Objetivou-se avaliar linhagens
S7 de milho-pipoca, por meio de cruzamentos de dialelo parcial, utilizando dois
testadores, para assim, conhecer a importancia dos quadrados médios
relacionados, estimar a capacidade geral e especifica de combinacdo de
caracteristicas morfofisiolégicas, inferir sobre o0 modo de acdo génica e propor
estratégias de melhoramento a serem aplicadas em condicdo de seca. Para fins de
avaliacdo foram consideradas as seguintes caracteristicas: morfolégicas, como:
altura de planta, biomassa seca de diferentes estruturas e raizes que incluem
densidade e comprimento especifico para cinco seccdes do perfil radicular
espacadas em 30 cm; fisiolégicas, como o conteuddo de agua foliar,
evapotranspiracao cumulativa, eficiéncia agronémica no uso da agua e assinaturas
isotopicas de carbono e de nitrogénio; Anatdbmicos, como o numero e indice
estomatico e pigmentos foliares. As diferencas significativas entre linhagens e
hibridos foram observadas em caracteristicas relacionadas a altura de planta, a
biomassa aérea, nos status hidricos e na densidade de peso radicular, sobretudo

manifestadas na condicdo WS. De maneira geral, dada a comparacao entre as
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condicdes hidricas, as linhagens em relagdo aos hibridos sofreram maior impacto
da seca, este foi 0o caso para altura de planta, biomassa da parte aérea,
evapotranspiracdo cumulativa, eficiéncia agrondbmica no uso da agua e aquelas
relacionadas a assinatura isotdpica de carbono e de nitrogénio e nitrogénio total
(Ntotal). Os efeitos génicos nao-aditivos foram expressos no controle da maior parte
das caracteristicas radiculares, sendo a exploracdo da heterose a alternativa mais
adequada para a obtencéo de plantas superiores em condi¢cao de seca.

Palavras chaves: Estresse hidrico; dialelo parcial; Zea Mays L. everta



ABSTRACT

LAMEGO, Danielle Leal; MSc.; State University of North Fluminense Darcy Ribeiro;
february of 2023; Drought impact on traits associated with water deficit tolerance in
popcorn; Advisor: DSc. Antdnio Teixeira do Amaral Junior. Committee Membrers:
DSc. Eliemar Campostrini and DSc. Marcelo Vivas.

Drought is one of the main abiotic factors that cause losses in productivity and poses
a serious threat to the entire agricultural system. The objective was to evaluate S7
popcorn lines, through partial diallel crosses, using two testers, to know the
importance of related mean squares, estimate the general and specific capacity of
combining morphophysiological traits, infer the way of gene action, and propose
improvement strategies to be applied in drought conditions. For evaluation
purposes, the following traits were considered: morphological, such as plant height,
dry biomass of different structures and roots that enclude density and specific length
of the root profile spaced at 30 cm; physiological, such as leaf water content,
cumulative transpiration, agronomic efficiency in water use, and carbon and nitrogen
isotopic signatures; Anatomical, stomatal number and index and leaf pigments.
Significant differences between lines and hybrids were observed in traits related to
plant height, aerial biomass, water status, and root weight density, mainly
manifested in the WS condition. In general, given the comparison between water
conditions, the lines in relation to the hybrids suffered a greater impact from drought,
this was the case for plant height, shoot biomass, cumulative evapotranspiration,

agronomic efficiency in water use and those related to the isotopic signature of
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carbon and nitrogen and total nitrogen (Ntotal). The non-additive genetic effects
were expressed in the control of most of the root traits, with the exploitation of
heterosis being the most adequate alternative to obtain superior plants in dry
conditions.

Keywords: Water stress; partial diallel; Zea mays L. everta.

Xii



1. INTRODUCAO

A seca € um dos principais fatores abioticos que causa perdas na
produtividade e que representa séria ameaca em todo o sistema agricola. As
irregularidades nas distribuicdes pluviométricas, causadas principalmente pelo
aquecimento global, tém propiciado periodos de seca cada vez mais frequentes,
dificultando a estabilidade das colheitas (Silva, 2020; Esmaeili et al., 2022). A
limitac&o hidrica no solo pode desencadear estresse severo nas plantas, reduzindo
drasticamente o rendimento de grédos (Araus et al., 2010; Perdomo et al., 2015;
Sabagh et al., 2018). Além disso, segundo relatos da IPCC (2022), na auséncia de
adaptacao ao déficit hidrico, a produtividade de algumas culturas, incluindo o milho-
pipoca (Afuye e Kehinde, 2021), vem diminuindo. Tendo como referencial as
mudancas climaticas, o aumento populacional e a crescente demanda por
alimentos, urge a necessidade de estudos voltados para o melhoramento e
adaptacao de cultivares que combinem maior potencial de producéo e tolerancia
ao déficit hidrico (Heinemann, 2021; Esmaeili et al., 2022).

Nesse sentido, algumas caracteristicas morfofisiol6gicas tém sido utilizadas
como base para estudos que buscam maior adaptacao a seca. Além disso, ja se
sabe que os efeitos nocivos da seca nas plantas de milho dependem da duracéo e
da intensidade de ocorréncia, do estadio fenolégico da cultura quando o estresse
inicia e, sobretudo, do potencial genético de resposta a seca, esse ultimo fato,
passivel de selecdo pelo melhorista (Santos e Carlesso, 1998; Cairns et al., 2012).

De modo geral, o déficit hidrico ocorre na medida em que a quantidade de agua



disponivel no solo reduz em niveis que tornam mais dificil a absor¢éo hidrica pelo
sistema radicular, de modo a haver um desbalanco entre a conservacao de agua
pela planta e a alta demanda evaporativa, causando mudangas anatomicas,
fisiologicas e bioquimicas (Santos e Carlesso, 1998; Sousa et al., 2015; Campos et
al., 2021). Nessas condic¢fes, as plantas sdo induzidas ao fechamento estomatico,
0 que provoca redugéo de assimilados de CO», causando alteragdes na particao de
carbono (Monteiro, 2009; Perdomo et al., 2015; Blankenagel et al., 2018). Segundo
Liu e Qin (2021), o estédio critico de ocorréncia de déficit hidrico no milho perdura
da pré-floracéo até o enchimento de gréos. Nesse momento, a baixa disponibilidade
de agua no solo pode comprometer a viabilidade do pdlen no processo da formacéo
do zigoto e no inicio do enchimento de gréos, o que implica na diminuicdo da
produtividade, principalmente na reducéo do numero de gréos por espiga (Cairns
et al., 2012; Lima et al., 2019).

A deficiéncia hidrica aciona nas plantas certos mecanismos de defesa que
permitem respostas agronémicas e adaptativas que favorecem a uma maior
capacitacdo do transporte interno e do armazenamento de agua. Nesse sentido,
destaca-se a resposta e frequéncia estomatica, quando ha o fechamento dos
estdbmatos com o envolvimento de sinais hidraulicos e quimicos, como o incremento
da sintese do hormbnio acido abscisico (ABA) em resposta ao déficit hidrico. Isso
reduz a perda de agua pela planta, favorecendo um melhor status hidrico (Santos
e Carlesso, 1998; Tardieu, 2013; Araus et al., 2018). O fechamento prolongado dos
estbmatos inibe os processos fotossintéticos, afetando seu crescimento e
desenvolvimento (Campos et al., 2021). Além disso, nas plantas, o estresse hidrico
causa reducao da area foliar, aceleracdo da senescéncia, aumento da abscisao
das folhas e inibicdo da expanséo radicular (Santos e Carlesso, 1998; Tardieu,
2013; Santos et al., 2021; Kamphorst et al., 2022).

No intento de mitigar a adaptacdo a seca, algumas plantas adequam suas
raizes sob condicbes de estresse hidrico. Esse mecanismo permite modificar
espacialmente a arquitetura do sistema radicular, alterando seu comprimento,
profundidade, numero, angulo, diametro, densidade e biomassa para melhor
absorcéo de agua (Trachsel et al., 2011; Shoaib et al., 2022). Estudos de Gao e
Lynch (2016) descreveram que gendtipos de milho com reduzido nimero das raizes
da coroa possuem maior profundidade de enraizamento sob condicdo de déficit

hidrico (WS, do inglés “water stressed”) e, por isso, maior crescimento e



produtividade. Zhan et al. (2015) assinalaram que a reducdo de densidade de
ramificacGes radiculares aumenta a tolerancia do milho ao déficit hidrico, uma vez
gue reduz os custos metabdlicos de exploracdo do solo, permitindo maior
profundidade de enraizamento. Além disso, a heterose para caracteristicas
radiculares é apontada para justificar o melhor desempenho agrondmico de
hibridos em condicfes de seca, quer seja pela maior densidade de peso, quer seja
pelo menor comprimento especifico radicular (Ali et al., 2016; Chairi et al., 2016 ).
Kamphorst et al. (2022) relataram em estudos envolvendo milho-pipoca em
condicdes de seca, que o0s hibridos apresentaram valores maiores de densidade
de peso radicular do que as linhagens, indicando um sistema radicular mais
desenvolvido, cujos valores de heterose aumentam em raz&o da profundidade.

Como perspectiva para incrementos na eficiéncia agrondmica no uso da
agua, o melhoramento de plantas torna-se uma opc¢ao de geracdo de genotipos
superiores. Para tanto, conhecer os efeitos das a¢des aditivas, bem como néo-
aditivas e ambientais, torna-se uma tarefa imperiosa, tendo como uma possibilidade
para tanto a estimacdo da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de
combinacédo (Hallauer et al., 2010; Cruz et al., 2012). Dentre as estratégias de
estimacédo da CGC e da CEC, ha o dialelo parcial, o qual consiste no cruzamento
entre dois grupos de genitores complementares para as caracteristicas de
interesse, cuja finalidade é explorar ao maximo os efeitos associados as
potencialidades dos genitores e de suas combina¢cdes hibridas (Kempthorne e
Curnow, 1961; EImyhun et al., 2020; Lima et al., 2020).

Nesse sentido, considerando que a Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) possui um Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
de milho-pipoca, o qual vem sendo utilizado na sele¢céo de genotipos superiores em
condicao de estresse hidrico (Kamphorst et al., 2018a, 2018b, 2019, 2021 e 2022),
objetiva-se, por meio de linhagens pré-selecionadas com elevada capacidade de
expansdo e com testadores contrastantes para rendimento de graos em condi¢ao
de seca, avaliar diferencas no crescimento, status hidrico, composicao de is6topos
estaveis de C e N, pigmentos foliares e de caracteristicas radiculares sob distintas
condic¢des hidricas, bem como investigar 0 mecanismo genético que controla essas
caracteristicas para propor estratégias de melhoramento a serem aplicadas na

cultura do milho-pipoca sob déficit hidrico.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O Objetivo deste trabalho foi avaliar diferencas no crescimento, pigmentos
foliares, status hidrico, composicédo isotopica de C e N e em caracteristicas
radiculares, bem como inferir sobre 0 mecanismo genético que controla essas
caracteristicas em linhagens e hibridos de milho-pipoca obtidos de um modelo de

dialelo parcial cultivadas em duas condi¢des de disponibilidade hidrica.

2.2. Objetivos especificos

v Estimar a importancia dos quadrados médios relacionados a
capacidade geral e especifica de combinacdo em gendtipos de milho-pipoca
avaliados em condicbes hidricas contrastantes, para caracteristicas de
crescimento, pigmentos foliares, composicéo isotépica de C e N e caracteristicas
radiculares; e

v Gerar informacdes sobre a cultura do milho-pipoca, na expectativa de
contribuir para futuras recomendacdes de hibridos superiores e de estratégias de

melhoramento vegetal a serem aplicadas para adaptacdo a seca.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Aspectos gerais da cultura do milho-pipoca

O milho-pipoca € um tipo especial de milho pertencente a espécie botanica
Zea mays L. Everta, que se insere na familia Poaceae, subfamilia Panicoideae,
tribo Maydeae (Koo e Jiang, 2008). Caracteriza-se como uma espécie monoica,
apresentando crescimento herbaceo anual. Segundo a Normativa N° 61, de 22 de
dezembro de 2011, Capitulo 1, Art. 3, determinada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), diferentemente dos demais tipos de milho,
entende-se por milho-pipoca os graos provenientes da espécie Zea mays L, everta
(Sturtev.), subespécie mays, com capacidade de estourar, transformando-se em
pipoca, quando submetido a uma temperatura superior a 177°C (Hoseney et al.,
1983).

Ha& controvérsias entre o0s pesquisadores em relacdo as hipoteses
relacionadas a origem do milho-pipoca. A mais aceita € a defendida por Beadle
(1978) e Galinat (1973, 1988), a qual sugere que o milho tenha se originado de
forma direta e unicamente do teosinto, por intermédio de intensa selecao praticada
pelo homem.

Em comparagéao ao milho comum (dent e flint), o milho-pipoca assemelha-
se quanto as condi¢Bes climaticas e épocas de cultivo. Além disso, as duas
espécies apresentam os estadios fenoldgicos de crescimento e desenvolvimento

muito parecidos, embora o milho-pipoca seja considerado superprecoce, atingindo



a maturacao fisioloégica dos gréos, variando de 62 a 68 dias apds o florescimento.
Em decorréncia disto, os estudos de caracterizagao e avaliacdo de germoplasma
de milho-pipoca utilizam-se dos mesmos descritores minimos utilizados para o
milho comum (Ziegler, 2001). No entanto, considerando cuidadosamente algumas
caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas, observam-se determinadas
particularidades para o milho-pipoca, quais sejam: menor porte, menor nimero de
folhas, colmo mais fino e fraco, tornando-se mais suscetivel a pragas e doencas.
Além disso, seu sistema radicular é considerado menos desenvolvido, sofrendo
maior dano com ataque de larvas de diabrotica e nematoides, o0 que torna a planta
mais vulneravel ao acamamento e a seca. A planta de milho-pipoca € mais prolifica,
as espigas apresentam posicdes relativas mais altas e com maior producao de
graos duros e pequenos, com formatos variando de pontiagudo a arredondando,
(Zinsly e Machado, 1978; Sawazaki, 2001; Sawazaki, 2010).

O milho-pipoca, diferentemente do que acontece com o milho comum, é
utilizado exclusivamente para o consumo humano. Quanto a aspectos nutricionais,
em uma porcao de 100 g, advém-se a uma densidade energética de 375 Kcal. De
maneira geral, seus gréos possuem fracfes ricas de carboidratos (74,00%) e
lipidios (4,30%) (Ranum et al., 2014). Presentes nos graos, também, encontram-se
proteinas (11,00%), fibras (13,00%) e vitaminas do complexo B (0,30%) (Tissot et
al., 2001).

A capacidade de expanséo (CE) esta associada a rigidez do pericarpo e a
presenca de umidade interna nos graos que, quando aquecidos emtorno de 177°C,
exercem forte presséo, aproximadamente 135 psi, ocasionando a expansao do
amido e consequente rompimento do pericarpo, expondo o endosperma, assim,
resultando na exploséo dos gréaos e formacéo da pipoca (Zinsly e Machado, 1978;
Hoseney et al., 1983). Obtém-se a CE pela razdo entre a massa de 30 g pelo
volume (L) ap6s o pipocamento. Segundo informacdes da literatura, a CE pode
multiplicar-se por até mais de 40 vezes o volume inicial utilizado (Pina Matta e
Viana, 2001). De acordo com Nobre et al. (2000), a avaliacdo da qualidade do
milho-pipoca é feita por meio da analise da CE, de maneira que, quanto maior for
esta capacidade, maior também sera sua maciez e seu valor comercial (Sawazaki,
2001). Para ser considerado um genétipo de milho-pipoca de boa qualidade, o
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) considera o valor
minimo de 30 mL g de CE (Pina Matta e Viana, 2001).



3.2.  Importancia econémica do milho-pipoca

O milho (Zea mays L.) possui grande relevancia no agronegocio, sendo
considerado uma das principais espécies cultivadas no mundo. No Brasil, 0
interesse pelo manejo do milho-pipoca se intensificou apds o ano de 2010, frente
ao cenario de busca dos agricultores e das agroindustrias pela diversificacdo de
culturas mais rentaveis em cultivo de segunda safra (Bertolucci, 2022). O principal
incentivo para investir no milho-pipoca esta no seu alto valor agregado, que pode
superar em trés vezes o milho comum. Segundo dados das Centrais de
Abastecimento de Uberlandia — Minas Gerais (Ceasa — MG), o milho comum foi
recentemente cotado a R$ 80,00 a saca de 25 Kg, enquanto os produtores de milho-
pipoca receberam R$ 190,00 pela mesma quantidade em massa, conforme dados
publicados na mesma central de abastecimento (Brasil, 2023).

Sabe-se que em territério nacional, a producao de milho-pipoca atingiu cerca
de 260 mil toneladas, das quais 220 mil foram consumidas internamente,
movimentando US$ 628 milhdes. O Brasil € o segundo maior produtor mundial de
graos de milho-pipoca, atras apenas dos Estados Unidos da América, com
producéo de aproximadamente 375,7 mil toneladas (Filho e Borghi, 2019; Catalho,
2021). Segundo Filho e Borghi (2019), ha estimativa de que o consumo dos
brasileiros atinja 385 mil toneladas em 2024, movimentando cerca de US$ 850
milhdes. O motivo pelo acréscimo de vendas de graos de milho-pipoca se deve ao
distanciamento social durante a pandemia do coronavirus, onde as familias tém
buscado mais entretenimento residencial, aumentando o consumo do streaming e
da TV (Gazeta, 2020; Tooge, 2020).

Apesar da cadeia produtiva da cultura ser positiva, por muitos anos a maioria
das sementes de milho-pipoca utilizada nacionalmente foi importada de outros
paises, principalmente dos Estados Unidos da América e da Argentina. Segundo
0s produtores, isto ocorre devido a qualidade dos grdos importados serem
superiores, quando comparados com a nacional (Oliveira, 2021). Porém, com 0s
avancos das pesquisas brasileiras, o mercado de sementes nacional ja disponibiliza
para comercializagdo 163 cultivares de milho-pipoca registradas no MAPA (Brasil,
2022). Quanto a essas cultivares registradas, apenas 36 foram desenvolvidas por
instituicBes publicas, particularmente pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC),

com 13 registros; e pela Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro



(UENF), com 23 registros (Brasil, 2022). Destes registros, apenas um hibrido (WS
— 01) possui estabilidade de producdo em ambiente com déficit hidrico. Tem-se,
pois, uma grande caréncia de cultivares com caracteristicas agronémicas
desejaveis para enfrentamento a seca, havendo necessidade de intensificar o
lancamento de variedades e hibridos comerciais que atendam as condicdes
edafocliméticas brasileiras para o estresse hidrico.

De modo geral, Zea mays L. é uma das culturas que utiliza dos recursos
hidricos em abundancia.

Nesse sentido, o Grupo de Melhoramento de Milho-Pipoca (GMMP) da
UENF vem atuando em pesquisas com foco na tolerancia ao déficit hidrico, cuja
finalidade é desenvolver cultivares mais produtivas em condi¢do de seca no solo
para o agronegocio nacional (Kamphorst et al., 2018a; b; 2019; 2021; Lima et al.,
2019; Leite et al., 2021; Santos et al., 2021). Cré-se que o avanco dos trabalhos
com o melhoramento do milho-pipoca para adaptacdo ao estresse hidrico
promovera impacto sobremaneira positivo para o agronegocio brasileiro, traduzido

por maior rendimento por unidade de cultivo.

3.3. Deficiéncia hidrica na cultura do milho

A seca € o principal evento meteoroldgico que causa perdas severas na
produtividade do milho. Os periodos de escassez de chuvas e a ma distribuicdo
dos recursos hidricos estdo se tornando cada vez mais frequentes. Tal condi¢ao
estd diretamente relacionada com as mudancas climaticas, a qual vem se
agravando desde o século passado (Araus et al., 2018; Wang et al., 2020). De
acordo com os dados do IPCC (2022), a temperatura mundial pode aumentar até
3,2°C, afetando gravemente o sistema agricola e colocando em risco a soberania
alimentar.

Na cultura do milho, o estresse hidrico pode reduzir o rendimento de graos
em percentagens que variam de 17% a 80%, conforme informacdes obtidas na
literatura (Edmeades et al., 1995). O déficit hidrico diminuiu significativamente o
rendimento de graos e seus componentes em linhagens e hibridos de milho, em
experimentos conduzidos com o estresse abidtico em questdo. Em estudo dirigido
por Cairns et al. (2012) a reducdo observada foi em média de 80% e 76%, para

linhagens e hibridos, respectivamente. A perda de rendimento e seus



componentes, para ambos 0s genotipos avaliados foi associada, em grande parte,
a diminuicdo no numero de grédos produzidos por unidade de area (Cairns et al.,
2012). Existe uma tendéncia para a performance nos rendimentos de graos, em
gue se observa que 0s genotipos que apresentarem melhores indices, tenderéo a
apresentar melhor desempenho, tanto nas condi¢des adequadas de cultivo, quanto
nas condi¢cbes de estresse hidrico (Zia et al., 2013). Esses resultados corroboram
com as observacdes de Kamara et al. (2003), que também verificaram essa
tendéncia de desempenho nas distintas condi¢des de cultivo.

O déficit hidrico acontece quando a disponibilidade de agua no solo diminui
ou quando ocorre a distribui¢ao irregular ao longo do ciclo de desenvolvimento das
culturas agricolas (Mir et al., 2012). Para 0os casos mais graves, a ocorréncia do
déficit hidrico, coincide com os estadios fenologicos de florescimento e de
enchimentos de graos. Nessa fase fenoldgica, a sensibilidade da cultura ao déficit
hidrico é observada nos processos fisiologicos relacionados a formacao do zigoto,
influenciando diretamente na viabilidade dos estigmas e do grao de podlen
(Edmeades et al., 1995; Farooq et al., 2014).

Em decorréncia do déficit hidrico, observam-se alteracdes morfoldgicas,
fisiol6gicas, bioquimicas e moleculares nas plantas, assim como a paralizacdo do
seu crescimento, devido a reducéo da presséo de turgor das células, culminando
na reducéo ou paralisacao da expansao celular, causando uma desaceleracéo do
alongamento celular (Costa et al., 2008). Além disso a atividade da redutase do
nitrato € afetada, podendo aumentar o incremento da sintese de acido abscisico
(ABA), contribuindo com o fechamento estomatico e com a diminuicdo na
assimilacdo de CO: (Hsiao et al., 1976; Taiz et al., 2015).

As pesquisas com milho-pipoca relacionadas com a tolerancia ao déficit
hidrico e/ou eficiéncia agronbmica no uso da agua vem aumentando. Nesse
cenario, a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, vem desde
2015 conduzindo estudos visando a adaptacdo de gendtipos de milho-pipoca ao
estresse hidrico, gerando importantes informa¢des aos melhoristas da cultura. As
pesquisas desenvolvidas ja identificaram linhagens eficientes agronomicamente no
uso da agua em condi¢des de déficit hidrico (Kamphorst et al., 2018a, 2018b, 2019,
2020a, 2020b, 2021; Leite et al., 2021). Neste contexto, merece destaque o trabalho
desenvolvido por Kamphorst et al. (2018a), que constataram reducdo meédia de

55,00% na produtividade de gréos e de 29,00% na capacidade de expansao, em
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linhagens de milho-pipoca submetidas ao estresse hidrico. Em valores absolutos,
Isto significa a reducao no rendimento de gréos e na capacidade de expanséo de
1.408,95 kg ha' e de 8,62 mL g, respectivamente (Kamphorst et al., 2018a). Ja
em outra pesquisa, Kamphorst et al. (2021) ao avaliarem gendétipos de milho-pipoca
em ambiente de estresse hidrico, constataram uma reducdo de 39,00% no
rendimento de gréos e 3,20% na capacidade de expansao. Nesse estudo, foram
utilizadas 10 linhagens e 15 hibridos.

3.4. Deficiéncia hidrica e implicacdes no melhoramento vegetal

A seca é um fator abidtico que vem se intensificando, principalmente devido
a emissbes de gases do efeito estufa (GEE), o qual tem provocado mudancas
climaticas, como o aumento de temperatura e irregularidade nas distribuicdes de
chuvas (IPCC, 2022). Os efeitos deletérios desses fendmenos ja estdo presentes
e diversas culturas agricolas vém sofrendo com essas alteracdes (Assad, 2021).

Na producao de grdos de milho, a deficiéncia hidrica tem sido apontada
como o principal fator de perdas no rendimento. Esse fendbmeno ocorre quando a
disponibilidade de 4gua no solo se limita ou quando a distribuicdo de chuvas ocorre
de maneira irregular ao longo do ciclo da cultura (Mir et al., 2012). Geralmente o
estresse hidrico tem maiores impactos e danos irreversiveis quando ocorre em
determinados estadios de desenvolvimento, sendo que para o milho o periodo
critico estende-se da pré-floracdo até o enchimento de gréos (Lima et al., 2019;
Assad, 2021; Liu e Qin, 2021). Essas informacfes corroboram com os resultados
de Cairns et al. (2012) e de Kamphorst et al. (2018b) que, avaliando linhagens de
milho comum e milho-pipoca, respectivamente, em condi¢cdes de estresse hidrico,
identificaram reducdes significativas no tamanho de espiga e no numero de graos
por fileira. Para esses autores, a reducao na produtividade de graos se deve, em
grande parte, a diminuicdo no nimero de gréos produzidos, sobretudo quando o
estresse ocorre no estadio de floracéo, impedindo a fecundacéo. De tal sorte, existe
uma tendéncia para melhor desempenho no rendimento de graos de gendétipos com
maior adaptacado a condi¢des de reducéo de fornecimento de agua no solo (Kamara
et al., 2003; Zia et al., 2013).

Nesse sentido, o programa de melhoramento vegetal exerce uma importante

funcdo na selecdo de gendtipos tolerantes ao estresse hidrico e/ou de maior
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eficiéncia agrondmica no uso da 4gua. O termo tolerante refere-se a capacidade de
uma planta manter seus tecidos hidratados mesmo em condig&o de seca (Araus et
al., 2012). Por outro lado, cultivares com maior eficiéncia agronémica no uso da
agua sdo aqueles com capacidade de produzir mais matéria seca por grama de
agua transpirada (Baptista, 2001).

N&o obstante, avaliar um conjunto de caracteristicas morfologicas e
fisiologicas, tem revelado importantes informacdes sobre a cultura do milho-pipoca
para adaptacdo a seca, além de vislumbrar a possibilidade de aplicacdo de
estratégias de melhoramento vegetal mais adequadas a cultivos em ambiente com
déficit hidrico. Nesse sentido, autores recomendam que, para se obterem
performances aceitaveis de producéo de graos nas cultivares hibridas, as linhagens
genitoras devem apresentar maxima sincronia possivel entre o florescimento
masculino e o feminino, aumentando, assim, o numero de 6vulos fertilizados e
suprindo a espiga com enchimento de graos (Betran et al., 1977; Sangoi et al.,
2002; Santos et al., 2003). Além disso, a senescéncia foliar se delonga,
contribuindo para um melhor desenvolvimento dos gréos, devido ao acumulo de
assimilados até o final do estadio reprodutivo, o qual € translocado para a espiga,
formando maior nimero de graos e totalmente desenvolvidos, resultando em peso
médio mais elevado (Zaidi et al., 2004). Por isso, a senescéncia foliar tardia (stay
green), de maneira geral, sob condicbes de estresse hidrico, tem sido utilizada
como caracteristica indicadora para a discriminacédo de genotipos tolerantes.

Outra caracteristica que tem sido utilizada nesse contexto, € a temperatura
do dossel. Em condicdes hidricas desfavoraveis, a temperatura foliar aumenta e,
como resposta, as plantas de milho induzem o fechamento estomatico, sinalizado
pelo hormbnio ABA, que reduz a transpiracao e, portanto, a perda de agua (Santos
e Carlesso, 1998; Araus et al., 2018). Nesse processo, a taxa fotossintética &
inibida, devido a reducdo no influxo de CO. para os sitios de carboxilacdo da
Ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO). Por outro lado, isso
reduz a perda de agua pela planta, economizando o recurso hidrico do solo, no
entanto, elevando a temperatura das folhas (Santos e Carlesso, 1998; Tardieu,
2013; Araus et al., 2018). Dessa forma, os genétipos selecionados como 0s mais
tolerantes, em termos de rendimento absoluto, apresentam menor temperatura do
dossel (Cairns et al., 2012; Zia et al., 2013).
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Com reconhecida atuagdo no mecanismo de tolerancia ao estresse hidrico,
também podem ser citados as seguintes caracteristicas morfologicas: enrolamento
das folhas e aumento do angulo foliar em relacao ao colmo. Em condic¢des de déficit
hidrico selecionam-se plantas que apresentam folhas ndo enroladas, o que indica
maior turgor, e de menor angulo em relacdo ao colmo (Durées et al., 2004). De
acordo com 0s mesmos autores, esses caracteres foliares apresentam relagéo
média a baixa para com o rendimento de grados. Outros mecanismos, como maior
relacdo entre raiz e a parte aérea, ajuste osmotico, dentre outros, também conferem
maiores niveis de tolerancia ao déficit hidrico (Durées et al., 2004).

A composicao de is6topos de carbono da matéria seca da planta (5 *3C/ 5*2C)
tem sido utilizada como indicadora de estresse hidrico. De maneira geral, plantas
como o milho, assimilam CO. por meio dos ciclos fotossintéticos tipo C4 e
incorporam o 13C e ?C. Em condicdo de estresse hidrico, os vegetais acionam
mecanismo de defesa como o fechamento estomatico, impedindo dessa forma que
0 13C seja eliminado através da transpiracéo. Assim, a assinatura do is6topo de
carbono quando analisada na matéria seca da planta, expressa como acumulo de
d13C, significa que aquela planta foi afetada pela seca. Consequentemente, a
assinatura do isotopo de carbono tem sido usada para indicar o status de agua no
milho (Beltrdo e Oliveira, 2008; Araus et al., 2010; Chairi et al., 2016; Kamphorst et
al., 2022). J4 a composicao do isétopo de nitrogénio 8°N indica como a agua afeta
a absorcdo de nitrogénio em seu metabolismo, que diminui em resposta a seca
(Yousfi et al., 2009; Yousfi et al., 2012).

3.5. Estudos de acdo génica em condicao de déficit hidrico

A compreensdo da base genética fornece informacdes para a adequada
selecdo de gendtipos que, ao serem cruzados, proporcionem complementacao
alélica que culminem em maior desempenho produtivo as suas progénies, tanto em
condicao de déficit hidrico, quanto em condicdes de irrigacéo plena. Em se tratando
em especifico da tolerancia a seca, € inequivoco que estudar o modo da acédo
génica envolvida no controle de caracteristicas de importancia econdmica,
possibilita identificar de forma fidedigna gendétipos superiores. Porém, para o

sucesso desses estudos, sdo necessarios métodos de melhoramento capazes de
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capitalizar com tenacidade as informagfes auferidas em estudos de heranca de
caracteristicas relacionadas ao déficit hidrico.

Nesse aspecto, a andlise dialélica tem possibilitado a selecdo da melhor
combinacgao de parentais, por meio da avaliacdo do comportamento das progénies
oriundas dos cruzamentos, fornecendo, assim, inUmeras informacdes genéticas,
dentre as quais a acdo génica que controla a caracteristica (Hallauer et al., 2010;
Cruz et al.,, 2014). Quanto aos meétodos dialélicos, o dialelo parcial € uma
metodologia adequada, visto que, segundo Pimentel et al. (2013), o desvio de
dominancia é reduzido em linhagens com gera¢des mais avancadas, de maneira
gue o efeito da capacidade especifica de combinacdo ndo seja significativo. Além
disso, as adaptacdes do modelo de dialelo completo de Griffing (1956) para os
dialelos parciais tém permitido maximizar as informacdes sobre 0s genotipos
avaliados, possibilitando gerar um nimero reduzido de cruzamentos (Marino et al.,
2012).

De modo geral, o esquema dialelo parcial, refere-se a uma metodologia que
cruza dois grupos de genitores complementares, cujo objetivo € estimar o
comportamento médio dos genitores em cruzamentos (Vencovsky e Barriga, 1992;
Nurmberg et al., 2000). A partir desse meétodo, torna-se possivel estimar a
existéncia de efeitos aditivos nos genitores e ndo-aditivos nos cruzamentos, como
também, estimar a importancia relativa dos efeitos aditivos, nao-aditivos e
ambientais sobre os caracteres (Cruz et al., 2012).

Lima et al. (2019), avaliando o desempenho de gendtipos de milho-pipoca
cultivados sob déficit hidrico em esquema de dialelo completo sem os reciprocos,
descrevem que tanto os efeitos aditivos quanto os ndo-aditivos foram significativos,
sendo os efeitos ndo-aditivos mais importantes para a determinacdo das
caracteristicas agronémicas, como rendimento de grdos e seus componentes
(comprimento de espiga e niumero de grao por fileira). Kamphorst et al. (2022),
também utilizando de dialelo completo, porém incluindo combinacdes reciprocas,
relataram que os maiores efeitos de heterose estado presentes nas caracteristicas
de biomassa e raizes, resultando em maior vigor em plantulas de milho-pipoca e
gue os efeitos génicos ndo-aditivos sdo 0s responsaveis pelo controle da maior
parte dessas caracteristicas, sobretudo, em condi¢do de déficit hidrico.

Portanto, a compreensao desses mecanismos genéticos abre oportunidades

para aumentar o potencial produtivo e, também, para a adaptacdo ao estresse
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hidrico de hibridos e segregantes de interesse. Além disto, a quantificacdo dos
efeitos da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de combinacao é util na
discriminacdo da superioridade dos genitores e dos hibridos. A CGC se refere ao
comportamento médio de um genitor numa série de combinacgdes hibridas e esta
associada aos efeitos aditivos dos alelos e as ac¢des epistéticas do tipo aditiva (Cruz
e Vencovsky, 1989). Por sua vez, a CEC representa o desvio, positivo ou negativo,
de uma determinada hibridacdo, tomando como base a média da CGC dos
parentais, por meio dos efeitos de dominancia e epistasia envolvendo dominancia
(Cardoso, 2006). A diferenca entre a capacidade geral e especifica esta na base
genética do material em avaliacdo, sendo ampla ou restrita, respectivamente.
Gendtipos de base genética ampla quando usados como testadores proporcionam
estimativas da capacidade geral de combinacdo, enquanto gendtipos de base
genética restrita — como € o0 caso das linhagens — possibilitam a estimativa da
capacidade especifica de combinacdo. E notério que essas diferencas sdo
advindas das frequéncias alélicas dos genotipos envolvidos.

Para garantir o sucesso na realizacdo do meétodo dialelo parcial o
cruzamento entre linhagens de grupos diferentes torna-se importante para fornecer
informacdes que classifiguem o mérito relativo de linhagens e maximize o ganho

genético.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Genadtipos

Quatros linhagens endogamicas Sz foram utilizadas como genitoras
femininas e testadas em esquema de dialelo parcial em regimes hidricos
contrastantes. Oriundas da cultivar UENF 14 (polinizacdo aberta), as linhagens
L220, L292, L383 e L688, foram selecionadas a partir de um painel de 50 linhagens
avaliadas em condicbes de campo sob déficit hidrico, as quais apresentam
capacidade de expansao superior a 30 g mL! (Leite et al., 2022). Como genitores
masculinos, foram utilizadas duas linhagens também em geracéo Sv, isto €, L61 e
L76, a primeira originada da populacdo “BRS-Angela” e a segunda oriunda da
populacdo “Vigosa”. L61 caracteriza-se por apresentar baixa capacidade
combinatoria para rendimento de gréos quando avaliada em condi¢des de estresse
hidrico; e L76, alta capacidade combinatéria para essa caracteristica em ambiente

com déficit hidrico (Kamphorst et al., 2021).

4.2. Obtencdo dos hibridos

Os hibridos foram obtidos em casa de vegetagéo localizada na Unidade de
Apoio a Pesquisa (UAP) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes, RJ. Para tal, seis sementes de cada

gendtipo foram semeadas em vasos de 30 L, contendo solo, no qual foi adicionado
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adubacdo NPK (04-14-08). Com base no conhecimento prévio da fenologia, os
genotipos foram semeados em intervalos de 0 — 7 — 15 dias, de forma a sincronizar
o florescimento masculino e feminino das plantas. Esses dados foram obtidos em
experimentos anteriores realizados pelo Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV) (Kamphorst et al., 2020; Leite et al., 2021; Santos et al., 2021). Aos
21 dias ap6s a emergéncia, foi realizado o desbaste, deixando-se duas plantas por
vaso. Aos 30 dias ap6s a emergéncia, foi adicionada a adubacéo de cobertura,
composta por NPK (20-00-20), disponibilizando 10 g por planta/vaso. As adubacgdes
de fundacao e de cobertura foram realizadas de acordo com a recomendacao para
a cultura, de forma a atender as exigéncias nutricionais da mesma.

Os cruzamentos foram realizados manualmente, utilizando o método de
dialelo parcial. Desta forma, antes do florescimento, as espigas foram previamente
cobertas com sacos plastico antes de liberarem os estigmas. Cada genitor
masculino (L61 e L76), forneceu polen, quando observado a presenca das anteras
abertas, as quatros linhagens (L220, L292, L383, L688) utilizadas como genitoras.
Na ocasido dos cruzamentos, os penddes foram cobertos com sacola de papel
“Kraft”, sempre um dia antes do cruzamento ser realizado. No dia seguinte, foram
feitos os cruzamentos, com um bulk de pélen de cada genitor doador e, logo apos,
realizada a polinizacdo das linhagens aptas e cobrimento das espigas com sacola
de papel ‘Kraft’, que ficaram assim protegidas até o momento da colheita. Apds os
cruzamentos, aproximadamente aos 20 dias, as espigas foram colhidas,

debulhadas e as sementes foram armazenadas em envelope de papel a 15°C.

4.3. Condicao experimental e desenho experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da UAP/UENF, em
blocos completos casualizados, com trés repeticdes em cada condicdo hidrica
(CH). A primeira CH refere-se aquela mantida a 100% da capacidade do tubo —
designada WW, do inglés well watered —; e a segunda, a 45% da capacidade do
tubo — denominada WS, do inglés water stressed.

As plantas desenvolveram-se em tubos de PVC, os quais possuiam 10 cm
de didmetro e 150 cm de comprimento. Os tubos foram divididos em duas metades
longitudinalmente, as quais foram unidas com fitas adesivas no sentido vertical e

horizontal. Para permitir a percolagdo do excesso de agua durante o processo de
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manutencédo das CHs e evitar a perda de substrato, na parte inferior do tubo foi
alocado um vaso de mesmo diametro — 10 cm — com furos. Para a juncéo do vaso
ao tubo, foram feitos dois furos nas extremidades, os quais foram amarrados com
arame. A seguir, a figura 1, visualiza-se os tubos de PVC utilizados no experimento.

Figura 1 Tubos de PVC organizados em fileiras durante a conducdo do
experimento.

Em cada tubo foram semeadas seis sementes de cada genoétipo, sendo
realizado o primeiro desbaste apés 21 dias, deixando-se trés plantas por tubo; o
segundo desbaste foi realizado 10 dias apds o primeiro, deixando-se uma planta
por tubo. As plantas foram espacadas em 25 cm entre si e em 94 cm entre linhas,
correspondendo a uma densidade de 42.553,20 plantas ha!, de forma semelhante
a utilizada em condi¢des de campo. As plantas foram cultivadas sob o abrigo de

chuva, permitindo o controle da agua disponibilizada.
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Para calcular a capacidade de vaso, antes da semeadura, cada tubo foi
pesado; logo apds, foi adicionado o substrato, composto por 80% de perlita e 20%
de turfa. Dando prosseguimento, os tubos foram irrigados com 4gua em abundancia
e, apos deixado percolar o excesso por 72 h foi novamente pesado. Dessa forma,
foi calculada a capacidade de vaso de cada estrutura (CT — 100%) pela diferenga
entre o peso molhado (apds drenagem do excesso) e o substrato seco (antes da
saturacdo). Cada tubo conteve aproximadamente 2,266 L de agua em sua
capacidade maxima de retencao de agua.

Para a CH bem-irrigada (WW), os tubos foram mantidos a 100% da sua
capacidade até o momento das avalia¢cdes finais. Para isso, a cada 2-3 dias antes
da irrigacdo, os tubos foram pesados e adicionada a quantidade de agua
correspondente para retornar a capacidade do tubo. Para a condicao de WS, foi
aplicada irrigacao limitada aos 15 dias apos a emergéncia. A quantidade de agua
disponivel nos tubos foi abaixando gradualmente conforme o consumo das plantas,
até que alcancaram 45% da capacidade de vaso e, assim, foi mantida, até a
colheita. Em geral, o decréscimo na capacidade de agua dos tubos foi homogéneo
entre 0s genaotipos, uma vez que as plantas que consumiram mais agua receberam
a quantidade precisa de irrigacdo para retornar a capacidade de agua daquelas
plantas que menos consumiram.

O suprimento nutritivo das plantas ocorreu via irrigacdo com solucédo de
Hoagland e Arnon. (1950), que foi disponivel durante todo o periodo experimental,

de acordo com a necessidade da planta e o regime hidrico imposto.

4.4. Caracteristicas avaliadas

4.4.1. Caracteristicas morfologicas

A altura da planta (AP), expressa em centimetros (cm), foi determinada da
superficie dos tubos até a ultima folha desenvolvida, utilizando uma trena. Logo
apos, as plantas foram seccionadas em folha, colmo e érgéos reprodutivos e, entao,
acondicionadas em envelopes de papel para armazenamento em estufa a 70°C,
até estabilizarem os pesos, determinando-se assim, as estimativas de folha seca

(FS), colmo seco (CS) e 6rgaos reprodutivos secos (OS), em g.
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4.4.2. Pigmentos foliares

Os pigmentos foliares foram avaliados um dia antes da colheita. Os teores
de clorofila (CHL), de flavonoide (FLAV), de antocianina (ANTH) e o indice de
balanco do nitrogénio (NBI) foram quantificados no terco médio da ultima folha
desenvolvida e na folha bandeira, utlizando-se de medidor portatil
Dualex® (FORCE-A, Orsay, Franca).

4.4.3. Teor relativo de agua e area foliar especifica

Antes da colheita, os discos foliares frescos (diametro = 1,65 cm) foram
coletados na ultima folha desenvolvida de cada planta e imediatamente pesados,
para determinar o peso fresco (PF). Em seguida, os discos foliares foram imersos
em agua destilada por 12 h, em geladeira a 4°C na auséncia de luz. Depois da
embebicdo, os discos foram secos com papel toalha e novamente pesados,
obtendo-se, assim, o peso targido (PT). Por fim, os discos foram depositados em
estufa a 70°C por 72 h e, por meio de pesagem, foi determinado o peso seco (PS).

O teor relativo de agua (TRA, expresso em %), foi calculado pela seguinte equacao:

TRA = 100.

E,I:F_PZ;- Utilizando-se dos mesmos discos foliares, com area foliar (AF)

de 2,1282 cm?, foi realizado o calculo da area foliar especifica (AFE) (cm2 g1) por

meio da equacédo: AFE = %.

4.4.4. Densidades de estdmatos e de células epidérmicas

A face epidérmica adaxial e abaxial do terco-meio da Uultima folha
desenvolvida, especificamente entre a nervura central e a extremidade, foi untada
com esmalte de unha. Apds secagem por 10 min, a camada de esmalte seca foi
removida com fita adesiva e transferida para uma laminula de vidro. A contagem
do numero de estdmatos (s) e de células epidérmicas (e) foi realizada em
microscopio, com lente objetiva de 40 X. Cada réplica foliar (adaxial e abaxial) foi
guantificada em trés campos do microscopio. A metodologia utilizada baseou-se no
proposto por Radoglou e Jarvis (1990).

As densidades estomaticas (DE, estdbmatos em mm?) e de células

epidérmicas (CE, células em mm2) foram calculadas pelas seguintes equacdes:
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D Cc 2 2 ;. . o
DA = 15 © CE = 15 €M que 0,152 mm é a area de superficie do microscopio

(raio de 0,22 mm). O indice estomatico (IA, %) de cada face foliar foi obtido pela

seguinte express&o: 14 = 100 (7).

4.4.5. Evapotranspiragdo cumulativa da planta e eficiéncia agrondmica no

uso da agua

A quantidade total de &gua transpirada de cada planta ou transpiracédo
cumulativa (TC, expressa em dm? planta™) foi controlada durante todo o ciclo de
crescimento. Para isso, antes da irrigacdo, cada tubo foi pesado e a superficie
superior de cada tubo foi coberta com plastico para evitar a evaporacéao direta da
superficie do substrato. Aléem disso, com base no peso da biomassa aérea total
(ABT) (folha, colmo e orgéos reprodutivos) e a TC, foi calculada a eficiéncia
agrondmica no uso da agua (EAUA agro, g kg™), por meio da equagéo: EAUA 44y, =

ABT

TC '
4.4.6. Assinatura de is6topos de carbono e nitrogénio

Para a determinacéo dos isétopos estaveis de C e N (razéo isotépica 3C/*?C
e ®N/*N), juntamente com o teor de nitrogénio total, foram retiradas amostras da
ultima folha desenvolvida em todas as plantas, sob ambas as CHs. Cerca de 10 mg
de matéria seca foliar de cada planta, juntamente com materiais de referéncia,
foram pesadas e seladas em capsulas de prata (Kennedy et al., 2005). As medicdes
da composicéo isotépica de carbono e nitrogénio foram realizadas nas Instalacées
Cientificas da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro no
LCA/CBB, utilizando o Flash 2000 (Organic elemental analyzer — Thermo
Scientific), o qual é acoplado a interface Conflo IV e na sequéncia ao Delta V
Advantage (isotope ratio mass spectrometer — Thermo Scientific). Os isotopos
estaveis de carbono e nitrogénio sdo determinados por um sistema em linha
composto por um forno duplo contendo uma coluna de oxidacao a 1.020°C e uma
coluna de reducéo a 650°C. Os gases resultantes sdo quimicamente secos e apos
separacdo cromatogréfica injetados no espectrobmetro de massas para

7

determinacdo das razfes isotdpicas. A razdo isotopica é obtida como descrito
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abaixo pela expressédo: 8VE %o = [(Ramostras/Rpadrio)] — 1] * 1000 (%o), em
gue N é o iso6topo mais pesado do elemento E e R € a razdo do is6topo mais pesado
sobre o mais leve (*3C/*2C, *N/“N) desses elementos. O padrdo para carbono é o
calcario Peedee Belemnite limestone (PDB) e para o nitrogénio, o padréo € o N>
atmosférico, aos quais sdo atribuidos §" valores de E de 0 %o. A precisédo obtida
por meio de analises de amostras em triplicatas s&do: +0,1%o0 para 8§'3C e §°N. As
amostras foram mensuradas em relacéo aos gases diéxido de carbono e nitrogénio
5.0 analiticos fornecidos pela White Martins, que foram calibrados em relacédo aos
padrbes isotdpicos de trabalho de ureia fornecido pelo IVA-Meerbusch-Germany
(Carreira et al., 2002; Kennedy et al., 2005; Barros et al., 2010).

4.4.7. Caracteristicas radiculares

No momento da colheita, os tubos foram abertos e o material radicular foi
dividido em cinco secOes iguais, desde a superficie superior dos tubos até a
extremidade inferior, nas seguintes camadas: 0-30 cm (a); 30-60 cm (b); 60-90 cm
(c); 90-120 cm (d); e 120-150 cm (e). As amostras foram lavadas em agua corrente,
envelopadas e armazenadas em saco de papel a 10°C. Almejando calcular o
volume total radicular (VT), as amostras foram expostas em bandeja de acrilico (40
x 40 cm), contendo cerca de 1,00 L de agua (de 0,50 a 1,00 cm de profundidade),
espalhadas e fotografadas por meio da camera Sony a6000 DSLR (Sony
Corporation, Japao). As fotografias radiculares foram analisadas pelo uso do
software GiA Roots (Galkovskyi et al., 2012).

O comprimento especifico radicular (CER) em cada uma das cinco secdes
do solo (a, b, c, d, e e) foi determinado por meio das imagens analisadas, da
seguinte forma: CER g mostra = CTamostra/RBamostra» €M que CTamostra refere-se ao
comprimento total dos segmentos de raiz (m) obtido a partir das imagens
radiculares fotografadas e da biomassa seca da raiz (RBamostra) d0S segmentos que

foram analisados (g) (Elazab et al., 2012). O CERsec (M g?) total do segmento foi

CTamostra*RBsec

calculado pela equacéo: CER,,. =

BRamostra

Posteriormente, cada secao radicular foi armazenada em envelope de papel
e seca a 60°C em estufa. O peso seco radicular foi quantificado separadamente
para cada uma das cinco secdes. A densidade de peso radicular de cada sec¢éo do

solo (RWDsec, g m™3) foi estimada seguindo o proposto por Elazab et al. (2012),
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utilizando-se a expresséo: RWD,,. = RB,../m * R? * L, em que RBsec € a biomassa
seca da raiz na secao de solo (g), R é oraio de tubos (0,07 m), e L é o comprimento
da seccéo do tubo (0,30 m de comprimento).

Além disso, foi obtida a estimativa da razao entre a biomassa da parte aérea

(biomassa aérea — AB) e a radicular (RBttas — SOma das cinco RBsec), por meio da

AB

roporcao )
p p (; RBtotal

45. Anélises estatisticas

As analises foram realizadas utilizando-se o recurso computacional GENES
(Cruz, 2013). Realizou-se a andlise de variancia individual para cada CH e conjunta
da interacdo genotipo x condi¢ao hidrica para cada caracteristica. A analise de
variancia individual foi realizada empregando-se 0 seguinte modelo genético-
estatistico: ¥;; = u + G; + Bj + &;;, em que: Y, € a observacdo do i-€simo gendtipo
no j-ésimo ambiente e no k-ésimo bloco; u € a média geral da caracteristica; G; € o
efeito fixo do i-€simo genotipo; B; € o efeito aleatorio do j-ésimo bloco; e g;j, refere-
se ao erro experimental médio.

Por conseguinte, realizaram-se o0s desdobramentos dos efeitos
(contraste) das linhagens, testadores e hibridos separadamente, para cada
caracteristica. As analises estatisticas foram realizadas no software SAS. Os
contrastes analisados foram: |, que corresponde as diferencas entre linhagens; Il,
gue corresponde as diferencas entre testadores; lll, que corresponde as diferencas
entre os hibridos; e IV, que corresponde as diferencas entre linhagens*hibridos.
Para a analise conjunta entre as CHs empregou-se o seguinte modelo estatistico:
Yiijk =1+ G; + B/Aj; + Aj + GA;; + €, em que: Y, € o valor observado do k-
ésimo bloco avaliado no i-ésimo genatipo e j-ésimo ambiente; p é a média geral; G;
é o efeito fixo atribuido ao i-€simo genétipo; B/Aj; € o efeito aleatorio do k-esimo
bloco dentro do j-ésimo ambiente; A; € o efeito fixo do j-ésimo ambiente; GA;; € o
efeito fixo da interacdo entre o i-esimo genotipo com o j-ésimo ambiente; e £ € 0

erro aleatorio associado a observagao Y, com distribuicdo NID (0, 02).
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4.6. Andlise estatistica do dialelo parcial

A andlise do dialelo parcial foi realizada seguindo o modelo proposto por
Griffing (1956), adaptado por Geraldi e Miranda Filho (1988). Em cada CH, as
analises de variancia dialélica foram realizadas de acordo com o esquema de
dialelo parcial. Para a andlise utilizaram-se 0s recursos computacionais do
Programa GENES (Cruz, 2013), empregando-se o modelo genético-estatistico
Yii=n+g;+g;+s;+ g emque: Y; é o valor médio da combinagado hibrida
entre o i-ésimo testador do grupo 1 e a j-ésima linhagem S7 do grupo 2; u é a média
geral; g; € o efeito da capacidade geral de combinacédo do i-ésimo genitor do grupo
1; g; € o efeito da capacidade geral de combinagao j-ésimo genitor do grupo 2; s;;
€ o efeito da capacidade especifica de combinacdo dos hibridos formados,

respectivamente; e g; € o erro experimental medio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Impactos da limitagdo hidrica no solo nas medidas de crescimento e

pigmentos foliares

De maneira geral, independente da CH, as caracteristicas de crescimento e
de pigmentos foliares revelaram diferencas estatisticas para o contraste 1V, isto €&,
entre linhagens e hibridos. Duas excec¢fes foram observadas na condicdo WW,
esse foi 0 caso das caracteristicas indice de flavonoides (FLAV) e area foliar
especifica (AFE) (Tabela 1).

Na andlise conjunta, para fonte de variacdo gendétipo (G), todas as
carateristicas apresentaram significancia; para fonte de variacdo condicao hidrica
(CH), todas as anteriores, exceto FLAV; e para interacdo gendtipo x condicéo
hidrica (G*CH), apenas para AFE.

O estresse hidrico causou redugdes expressivas (> 20%) nas caracteristicas
altura de planta (AP), folha seca (FS), colmo seco (CS) e 6rgdos reprodutivos secos
(OS) para linhagens e hibridos. Esses efeitos foram maiores nas linhagens,
correspondendo a 49,40%, 46,00%, 60,40% e 70,50%; ao passo que por essa
mesma ordem de caracteristicas as reducdes nos hibridos foram de 27,50%,
23,50%, 38,50% e 43,10%, respectivamente (Tabela 1).



Tabela 1. Anadlise de variancia individual e conjunta, com valores de médias e desvio-padrdo de medidas de crescimento e pigmentos
foliares de linhagens, testadores e hibridos de milho-pipoca avaliados em ambientes contrastantes quanto a disponibilidade de agua
(WS = estresse hidrico; WW = irrigacao plena)

Estresse Hidrico (45% da CT) Irrigacédo Plena (100% da CT)

Andlise
Caracteristicas Linhagens Testadores Hibridos C Linhagens Testadores Hibridos C conjunta
X | X ] X 1} \% X | X 1l X 1] \% G CH G*CH
AP 0,70 *0,33" 0,35 *0,23"™ 1,01 *0,39™ ~ 1,31 *0,37" 0,84 *0,35™ 1,39 0,297 * T T ”ms
FS 512 *0,73" 2,552 *0,91™ 857 *1,15" ~ 8,98 *1,28° 565 *0,54™ 11,20 +1,32 * T T ms
CSs 551 *0,86" 1,43 *0,31" 9,06 *143" © 12,76 *1,45" 594 *0,69" 14,73 1,77 T T T ns
oS 586 *1,67° 0,07 *0,42"™ 13,71 *2,03"™ * 16,06 *1,91° 7,80 *1,16"™ 24,10 240 T T T ns
CHL 25,85 *1,82" 23,63 *1,27™ 41,37 *197 © 41,57 *1,50" 37,04 *1,66™ 4645 +1,98™ © T * ns
FLAV 0,57 *0,32™ 0,62 *0,26™ 0,63 *0,21"7 ° 0,63 *0,26° 0,66 *0,20™ 0,65 0,227 "™ T nsns
ANTH 0,20 *0,17" 0,22 *0,100 0,14 *0,21™ ~© 0,15 *0,08" 0,17 *0,14"™ 0,13 0,14™ = © * ™
NBI 44,95 *242" 3955 *2,54™ 6595 *255 © 67,75 *3,14° 57,90 *1,90™ 72,69 2,700 * T * "
AFE 211,74 *4,07" 226,87 *5,04"™ 183,41 *3,78™ © 172,95 *3,32" 184,26 *4,61™ 176,18 +056° ™ T * 7
Os valores nas colunas x¥ representam as médias e + os desvios-padrao dos genotipos avaliados. As diferengas estatisticas | = entre linhagens, Il = entre
testadores, e Il = entre hibridos em cada condicao hidrica (CH). IV = Contraste médio entre linhagens e hibridos. Analise conjunta: refere-se a interacdo entre

gendtipo (G), condicao hidrica (CH) e genétipo*condicao hidrica (G*CH) nas respectivas condi¢des de seca (WS) e de irrigacdo plena (WW). AP: altura de planta
(cm); FS: folha seca (g); CS: colmo seco (g); OS: 6rgaos reprodutivos secos (g); AP: altura de planta (cm), CHL: teor de clorofila (ug/cm?2); FLAV: teor de flavonoide
(umol g1); ANTH: teor de antocianina (umol g1); NBI: indice de balanco de nitrogénio; AFE: area foliar especifica (cm2 g1). De acordo com os desdobramentos
dos efeitos das linhagens, testadores e hibridos separadamente, tem-se que ns = ndo-significativo; * = significativo em p < 0,05; e ** = significativo em p < 0,01.

14
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Os maiores acumulos de biomassa seca, representados pelas
caracteristicas FS, CS e OS, foram observados nos hibridos, assim como maiores
médias para AP. Na pesquisa realizada por Kamphorst et al. (2022) mostraram-se
resultados semelhantes para medidas de biomassa e que geralmente se
expressam com alta taxa de crescimento. Nesse aspecto, 0 maior acumulo de
biomassa e matéria seca no hibrido €, pelo menos em parte, um resultado
combinado do vigor inicial da plantula, o que resulta em maior area de fotossintese,
proporcionando aumento na assimilagao de C (Tollenaar et al., 2004). Por sua vez,
nas fases de brotacdo e pendoamento, a area foliar tende a diminuir, coincidindo
com a translocacdo de fotoassimilados para o caule e 6rgdos reprodutivos
(Tollenaar et al., 2004; Tollenaar e Lee, 2006; Blum, 2013).

Na condicdo WS, a AFE foi maior, independente da categoria de genaotipos;
e, nessa mesma condicao, as linhagens foram aquelas que apresentaram valores
mais elevados. Isso quer dizer que suas folhas foram mais finas e/ou menos densas
(Garnier et al., 1997; Vergara-Diaz et al., 2016), provavelmente associado a um
tamanho de folha reduzido em relacdo aos hibridos. Tanto a densidade de células
adaxial, quanto a densidade de células abaxial foram maiores nas linhagens
independente da CH, contudo os hibridos apresentaram maior numero de células
epidérmicas sob WW. De acordo com Parkhurst, (1978), a localizacdo de
estdbmatos na folha pode estar de alguma forma, relacionada com a espessura
foliar, pois o percurso de difusdo de gases (CO2), aumenta com a espessura do
mesofilo, o que pode explicar o tamanho de folha ser maior nos hibridos em relagéo
aos seus genitores. Em pesquisas com milho e milho-pipoca, Chairi et al. (2016) e
Kamphorst et al. (2022) concluiram em seus estudos que as caracteristicas de
crescimento da planta séo influenciadas pelo maior numero de células em vez de
um tamanho de célula maior.

O colmo foi a estrutura ndo laminar mais afetada pela seca, tanto para as
linhagens, quanto para os hibridos. O colmo tem fungao estrutural e no transporte
de agua e nutrientes. Além disso, essa estrutura contém consideravel reserva de
fotoassimilados, os quais sédo translocados para a espiga durante o periodo de
enchimento de graos, dada a alta demanda de fotoassimilados nessa fase de
desenvolvimento. Devido a menor fotoassimilacdo, o colmo torna-se fino e
suscetivel ao acamamento, o que deve também interferir negativamente na folhas
das plantas (Magalhées et al., 1998; Forell et al., 2015).
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Quanto ao indice de clorofila (CHL), apenas as linhagens tiveram reducao
expressiva, com estimativas superiores a 37,30% (Tabela 1). Incremento
expressivos (> 20%) ocorreu em maior impacto nas linhagens para as
caracteristicas antocianina (ANTH), indice de balanco de nitrogénio (NBI) e area
foliar especifica (AFE), com valores de 40,00%, 33,10% e 22,70%, nessa ordem
(Tabela 1). De maneira geral, as concentragdes de N nas folhas, o NBI e o teor de
CHL sofreram reducdes tanto nos hibridos quanto nas linhagens em resposta a
seca. De fato, os hibridos apresentaram valores mais elevados em relacdo as
linhagens, independente da condicdo de cultivo. Estudos de Araus et al. (2010)
relataram que durante o enchimento de gréos, as diferencas no teor de clorofila
podem aumentar, com valores diminuindo de forma constante de 20 dias a 25 dias
ap0s a antese em resposta ao estresse hidrico, sendo que as linhagens
apresentam reducdes no teor de clorofila foliar mais rapidamente do que os
hibridos, particularmente sob seca.

As estimativas de FLAV foram maiores nos hibridos em ambas as condi¢cdes
hidricas aplicadas. Este composto fendlico é produzido pelo metabolismo
secundario das plantas que funcionam como antioxidantes, osmorreguladores e
compostos foto-protetores em células vegetais. Essa substancia age como filtro de
raios ultravioletas, protegendo as plantas de estresse bidticos e abioticos, o que
inclui o estresse hidrico (Wahid et al., 2007; Nakabayashi et al., 2014; Kalaji et al.,
2017). Dessa forma, possuir maiores valores de compostos fendlicos pode garantir

uma vantagem adaptativa, sobretudo em condicdo WS.

5.2. Indice e densidade estomatica, evapotranspiracdo cumulativa,
eficiéncia agrondmica no uso da agua e assinatura estaveis de isotopos de

carbono e nitrogénio em ambiente com limitacdo hidrica e irrigacdo plena

Em condicdo WS, com excecédo do indice estomatico abaxial (IABA), tiveram
diferencas estatisticas para o contraste IV as demais caracteristicas relacionadas
ao indice estomatico adaxial (IADA) e densidade estomatica adaxial (DADA) e
abaxial (DABA), trocas gasosas como evapotranspiragao cumulativa (TC), teor
relativo de agua foliar (TRA), eficiéncia agronémica no uso da agua (EAUAagro) €
aquelas relacionadas a assinatura isotdpica, sendo de carbono (5'3C) e de

nitrogénio (3'°N) e nitrogénio total (Ntotal) (Tabela 2).



Tabela 2. Andlise de variancia individual e conjunta, com valores de médias e desvio-padréo de medidas de trocas gasosas, bem como
estimativas de indice estomético e assinaturas estaveis de is6topos de carbono e de nitrogénio para testadores e hibridos de milho-
pipoca avaliados em ambientes contrastantes quanto a disponibilidade de agua (WS = estresse hidrico; WW = irrigacdo plena)

Estresse Hidrico (45% da CT) Irrigacdo Plena (100% da CT) Andlise

Caract. Linhagens Testadores Hibridos Linhagens Testadores Hibridos ¢ conjunta

X | X 1l X 1] \% X | X Il X 1] v G CH G*CH
DADA 76,02 *3,87" 84,61 *4,52" 62,87 *3,33" ~ 62,04 *3,46™ 6835 *1,97° 59,30 *3,21" s 7 ns ns
DABA 103,07 *4,18"™ 99,42 *4,47" 86,21 *3,35™ ~ 87,54 *4,04™ 94,30 *1,54" 83,88 *3,80" " 7 " ns
IADA 22,81 *2,23" 23,86 *1,18™ 19,71 *1,85™ ~ 19,88 *1,92" 20,86 *0,84" 23,42 *2,54" s ns ons ns
IABA 28,14 *1,93™ 27,76 *2,17™ 26,05 *1,81™ "™ 26,55 *1,83° 26,06 *1,00" 28,57 *2,77" s ns s ns
TC 3,33 *0,70" 1,96 *0,93" 6,03 *1,14"™ *~ 9,58 *0,85" 6,73 *0,85"™ 12,53 *1,25™ T 7 7 ns
EAUAgro0 4,54 *0,83" 2,33 *1,24"™ 518 *0,58™ ~ 3,87 *0,71™ 2,86 *0,54™ 3,95 *0,14™ * " 7 -
TRA 85,76 *2,35™ 86,91 *1,26™ 89,56 *2,03" 85,82 *1,83"™ 87,89 *1,39"™ 85,15 *2,11" " T ns ns
513C -14,24 *0,49™ -14,66 *0,59" -14,13 *0,47™ * -14,00 *0,58"™ -13,83 *0,30™ -13,72 *0,45™~ = © 7 ns
SN -2,24  *0,70” -1,83 *0,58™ -1,00 *0,71° ~© -1,21 *0,66™ -0,26 *0,61° -0,96 *3,18™ " 7 7 "
Ntotal 2,59 *0,46 2,48 *0,42™ 3,18 *0,51" ~ 3,23 *0,52™ 358 *0,21° 345 *0,67 ™ " 7 "
Os valores nas colunas x¥ representam as médias e + os desvios-padrao dos gendtipos avaliados. As diferengas estatisticas | = entre linhagens, Il = entre
testadores, e Il = entre hibridos em cada condicao hidrica (CH). IV = Contraste médio entre linhagens e hibridos. Andlise conjunta: refere-se a interacdo entre

gendtipo (G), condicdo hidrica (CH) e gendtipo*condicéo hidrica (G*CH) nas respectivas condi¢des de seca (WS) e de irrigacdo plena (WW). DABA: densidade
estomatica abaxial (mm™2); DADA: densidade estomatica adaxial (mm=); IABA: indice estomatico abaxial (%); IADA: indice estomatico adaxial (%); TC:
evapotranspiracdo cumulativa (dm?® planta™); TRA: Teor relativo de agua foliar (%); EAUA: eficiéncia agrondmica no uso da agua (g kg™"); 8'3C: assinatura estavel
de isétopos de carbono (%o); 8'°N: assinatura estavel de is6topos de nitrogénio (%o); Ntotal: nitrogénio total. De acordo com os desdobramentos dos efeitos das
linhagens, testadores e hibridos separadamente, tem-se que ns = ndo-significativo; * = significativo em p < 0,05; e ** = significativo em p < 0,01.

8¢
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Em condicdo WW, TC, EAUA4gr0 € 8*3C foram aquelas caracteristicas que
tiverem diferencas estatisticas para o contraste IV. Dada a analise conjunta, os
efeitos significativos foram observados para a fonte de variagdo genétipo (G) para
a maioria das caracteristicas, exceto para os indices estomaticos abaxial e adaxial
(IADA); para fonte de variacdo condicéo hidrica (CH), para TC, EAUAagr0, 01°C, 5'°N
e Ntotal; e para interacdo G*CH, para EAUAago, 3*°N e Ntotal (Tabela 2). As
linhagens, quando comparadas com os hibridos, sofreram maiores reducdes
expressivas, isto €, 94,50%, 82,10%, 82,80%, 60,80%, 87,30% para TC, EAUAagro,
O13C, 5'°N e Ntotal, respectivamente. Incremento expressivo superior nos hibridos,
foi observado para as caracteristicas TC e EAUA4gr0, alcancando 51,90% e 31,20%,
respectivamente (Tabela 2). A escassez hidrica leva o fechamento estomatico a fim
de controlar a transpiracao e, assim, evitar a perda de agua, entretanto, isso reduz
a taxa fotossintética, causando efeitos negativos nas plantas. A densidade e o
indice estomatico determinam a maxima condutancia difusiva do CO; para a folha
(Brodribb et al., 2013). No presente estudo, a densidade estomatica foi maior na
condicao de estresse hidrico, tanto nos hibridos, quanto nas linhagens, indicando
um maior uso de agua. Corroborando com os resultados aqui obtidos, Zhao et al.
(2015) mostraram que o reduzido conteuddo de agua no solo aumenta
significativamente a densidade estomatica, mas reduz o tamanho e a abertura dos
estébmatos em milho.

Nos resultados do trabalho aqui realizado, particularmente em condigcdo WS,
os hibridos apresentaram TRA maior em relacdo as linhagens. De fato, os
gendtipos mais tolerantes a seca em comparacdo com agueles mais sensiveis,
exibem maior TRA, principalmente pela capacidade de aprofundar o sistema
radicular e absorver 4gua nas camadas mais profundas do solo, ou, entdo, em
decorréncia de maior ajustamento osmatico (Gao e Lynch, 2016).

A caracteristica TC apresentou elevados valores nos hibridos em relacao
aos seus genitores, independente da CH. De forma igual, nos estudos de Chairi et
al. (2016) e Kamphorst et al. (2022), foi observado que os hibridos se manifestaram
com maior consumo de agua, tornando-0s mais vigorosos, com maior acumulo de
biomassa e area foliar, além de adquirirem um sistema radicular mais desenvolvido
em comparacao com as linhagens. Além disso, no nosso célculo de TC, nao foi
levado em consideracao o peso das plantas em crescimento, 0 que resultou em

alguma subestimacao na quantidade de agua necesséria para atingir 100% e 45%
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da capacidade do tubo e, portanto, também no TC calculado. Isso acabou tendo
um efeito maior no TC dos hibridos do que nas linhagens devido ao maior
crescimento e peso dos primeiros. Esse fato pode ter influenciado, sobretudo, os
valores de EAUAago, 0S quais expressaram valores maiores nos hibridos,
independente da condig&o de cultivo.

Nao houve diferengas estatisticas para isoétopos estaveis de carbono (3*3C),
porém as linhagens exibiram valores ligeiramente mais negativos em relacao aos
seus hibridos, como resposta ao WS, o que indica a ocorréncia de maior
fechamento dos estdmatos nas linhagens em resposta ao estresse hidrico. De fato,
53C indicou o melhor uso da agua nos hibridos, exclusivamente em condi¢cdo WS
(Cabrera-Bosquet et al., 2009; Araus et al., 2010, 2013; Chairi et al., 2016).

5.3. Caracteristicas radiculares em condicdes hidricas contrastantes

De maneira geral, tanto em WS quanto em WW, as caracteristicas densidade
de peso radicular (RWD), volume (NV) e comprimento especifico radicular (CER),
independente de secao de solo (a, b, c, d e e), tiveram diferencas estatisticas para
o contraste IV (Tabela 3).

Na analise conjunta, para fonte de variacdo G observou-se significancia para
a maioria das caracteristicas, exceto para CER (c, e); para fonte de variacdo CH
houve diferencas significativas para RWD (a, b, c, €), NV (b, ¢, e) e NV (a, b, d, e),
ja para interacdo G*CH, diferencas significativas ocorreram apenas para as
caracteristicas NV (a, b) e (R. PAR) (Tabela 3).

De maneira geral, independente da CH, a densidade de peso radicular
(RWD) e volume de raiz (NV) foi reduzida em relacdo a profundidade. Tal
constatacao nao foi possivel de se observar para CER, que ndo apresentou esse
mesmo padrdo. O que se percebe nessa Ultima caracteristica € que as raizes
apresentaram-se mais finas em WS. De maneira geral, a limitacao hidrica impactou
em maior expressao a densidade de peso radicular (RWD), o volume (NV) e o

comprimento especifico nas linhagens, quando comparadas aos hibridos.



Tabela 3. Andlise de variancia individual e conjunta, com estimativas dos valores de médias e desvio-padrdo de caracteristicas
radiculares de linhagens, testadores e hibridos de milho-pipoca avaliados em diferentes regimes hidricos (WS = estresse hidrico; e WW

= irrigagéo plena)

Estresse Hidrico (45% da CT Irrigacdo Plena (100% da CT Analise

Caract. Linhagens Testadores Hibridos C Linhagens Testadores Hibridos C conjunta
X | X 1l X 1l v X | bd 1l X 1l v G CH G*CH

RWDa 713,13 *14,75" 491,44 *11,38"> 1110,60 *16,70" ™ 968,01 *10,42™ 871,27 *14,47" 1262,33 *18,92" * * * ns
RWDb 212,42 *8,24" 66,07 *4,11" 483,54 *11,09" * 330,84 *9,59"s 224,63 *10,03" 502,18 *11,82" * T * °nS
RWDc 106,72 *7,54" 27,00 *2,76"S 24430 *7,50" ¢ 134,61 *9,46™ 44,23 *4,46" 303,27 9,060 * " * »ns
RWDd 57,33  *7,68" 4,39 *3,28" 12544 *8,18™ " 53,75 *7,38" 6,44 *3,97" 12521 *867° T T ns o ns
RWDe 32,17 *5,59" 0,00 *0,00" 67,15  *7,34" * 0,89 £1,75™ 0,00 *0,00ms 29,74 *6,57° " tomooms
NVa 13,35  *1,89" 15,72  *#2,26" 16,45 1,220 ° 13,99 *1,63"™ 14,54  *2,01" 18,22 1,27 ¢ monsons
NVb 4,18 1,49 8,46 1,12 6,34 1,47 ns 2,14 £1,00m 3,69 *1,35" 3,11 *1,08s st "
NVc 2,89 +1,52" 4,27 £1,02m 6,41 1,21 7 2,29 £0,98" 3,44 £1,27m8 2,52 *1,33° s 7" ”
Nvd 191 1,41 1,20 0,99 5,34 £1,22" " 1,31 £1,03™ 1,25 £1,45M 3,27 *1,3¢" T nsoons
NVe 1,27 *0,65™ 0,00 0,00 3,32 146" * 0,44 0,77 0,00 *0,00ms 1,59 2,37 T s
CERa 1580,48 *24,28" 2415,76 *16,41"s 1071,55 *17,79" ~ 1055,71 *32,49" 1275,05 *12,08° 986,47 *21,58¢ * ©* T 18
CERb 2460,31 *41,49" 6106,81 *78,15"s 1283,01 *24,05" 913,36 *22,54"s 1927,85 *43,11"s 651,79 *23,59" * * * ns
CERc 3428,11 *66,23"S 6318,88 *52,20" 1617,25 *41,86" 1661,96 *33,37"S 7314,24 *72,34"s 1157,01 *49,46™ " s nsnS
CERd 2297,45 *50,45"™ 1557,10 *61,76"™ 3594,73 *65,13" "  1874,08 *51,00" 2663,85 *80,78"S 3647,49 *66,30"s ns L
CERe 1975,28 *32,27" 0,00 *0,00"s 4378,73 *53,87" * 1090,07 *61,45" 0,00 *0,00" 3100,08 *64,43"s ns ns*ns
R. PAR 4261,26 *86,60" 3252,13 *75,67" 8572,10 *99,09"s ns 11,09  *1,38"™ 8,02 *0,79 9,79 0,000 " "

Os valores nas colunas x¥ representam as médias e + os desvios-padrao dos genotipos avaliados. As diferengas estatisticas | = entre linhagens,
testadores, e Il = entre hibridos em cada condicao hidrica (CH). IV = Contraste médio entre linhagens e hibridos. Andlise conjunta: refere-se a interacdo entre
gendtipo (G), condicao hidrica (CH) e gendtipo*condi¢éo hidrica (G*CH) nas respectivas condi¢cdes de seca (WS) e de irrigagdo plena (WW). RWD: densidade do
peso radicular; NV: volume radicular; CER: comprimento especifico radicular; a-b-c-d-e refere-se a profundidade de cada secéo de solo, isto €, 0-30 cm (a); 30-
60 cm (b); 60-90 cm (c); 90-120 cm (d); e 120-150 cm (e); R. PAR: razdo entre o peso de raizes e da parte aérea. De acordo com os desdobramentos dos efeitos
das linhagens, testadores e hibridos separadamente, tem-se que ns = ndo significativo; * = p < 0,05; e ** = p < 0,01.

Il = entre

T€



32

Como resposta ao déficit hidrico, houve uma diminuigdo em RWD em todos
as sec¢bes do solo, tanto nas linhagens quanto nos hibridos. As raizes
desempenham um importante papel adaptativo em ambientes propensos a seca,;
e, nesta situagdo, possuir um sistema radicular mais bem desenvolvido, sobretudo
em profundidade, proporciona maiores produtividades de grdos (Ali et al., 2016).
Lambers et al. (2002) descreveram que € alto o custo metabdlico do sistema
radicular para explorar o solo em condi¢cdo de seca, o qual pode exceder em 50%
a taxa fotossintética diaria de uma planta. Os hibridos apresentaram os valores
mais elevados para RWD, independente da se¢ao de solo (a, b, ¢, d ou e), indicando
possuirem um sistema radicular mais desenvolvido.

O sistema radicular desenvolvido em camadas mais profundas do solo
contribui para a extragdo eficiente da agua desses perfis mais longinquos (Lynch,
2013), constatacdo observada nos hibridos de milho-pipoca e que tende a
proporcionar vantagens adaptativas em condicdo de campo ao estresse hidrico. Ali
et al. (2016) apoiam a hipotese de que existe uma associacdo entre a massa de
raizes profundas (superiores a 45 cm) de milho e o aumento no rendimento de
graos sob condicdo de WS em campo e que o desenvolvimento de porcdes
radiculares mais profundas é importante para a tolerancia a seca.

Existe uma tendéncia ao aumento da CER em razdo da profundidade do solo
(estratos a, b, ¢, d e €) em ambas as classes genotipicas, bem como nas diferentes
CHs. Sabe-se que raizes mais finas apresentam maior atividade biologica,
favorecendo a absorcéo de agua e captacdo de nutrientes (Eissenstat, 1992). Os
resultados da presente pesquisa indicam afinamento radicular em detrimento da
profundidade, com aumentos do CER na condicdo WS, demonstrando que as
raizes sdo mais finas nessa condicao, indicando maior eficiéncia na aquisicao de
agua.

De maneira geral, em ambas as CHs e estratos do solo, as linhagens
apresentam estimativas de médias menores para CER (raizes mais finas), nos
estratos a, b e c¢; por outro lado, nas secdes d e e, os hibridos apresentaram maiores
valores para CER. Em condicdo WS, Li et al. (2008) observaram que plantulas de
hibridos de milho desenvolvem um nimero maior de raizes finas em relacdo aos
seus genitores, o que indica uma adaptacéao favoravel ao déficit hidrico. Estudos de
Gao e Lynch (2016) relataram que genotipos de milho com raizes mais profundas
possuem melhor capacidade de aquisicdo de agua, todavia, esses autores
registraram decréscimo da razdo PAR em condicdo WS (maior massa de raizes em
relacdo a parte aérea), resultado aqui ndo observado.
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5.4. Significancia e importancia dos quadrados médios associados a

capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de combinacéao

Em condi¢cdo WS, o quadrado médio (QM) associado a capacidade geral de
combinacdo (CGC) |, isto é, entre linhagens, revelou significancia para as
caracteristicas altura de planta (AP), folha seca (FS), colmo seco (CS), érgao
reprodutivo seco (OS), indice de clorofila (CHL) e teor de antocianina (ANTH).
Nesta mesma CH o quadrado médio associado a CGC I, isto é, entre testadores,
revelou significancia apenas para ANTH. Ainda na CH de WS houve significancia
para o quadrado médio associado a capacidade especifica de combinacéo (CEC),
ou seja, entre hibridos, para ANTH e éarea foliar especifica (AFE). Também, em
condicio WW, o QM associado a CGC |

caracteristicas flavonoide (FLAV) e AFE; e associado a CEC apenas as

revelou significAncia para as

caracteristicas FS, CS e OS foram significativas (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia, com estimativas dos quadrados medios
para caracteristicas de medidas de crescimento e pigmentos foliares de linhagens,
testadores e hibridos de milho-pipoca avaliados sob diferentes condi¢des hidricas
(WS = estresse hidrico; e WW = irrigacao plena), segundo modelo proposto por
Griffing (1956) para dialelo parcial

Estresse Hidrico (45% da CT) Irrigacdo plena (100% da CT)

Caract. CGC I CGC Il CEC Il CGCI CGC I CEC Il
QM QM QM QM QM QM
AP 0,36" 0,12 0,12 0,21 0,091 0,14"
FS 23,03 3,05M 3,05M 5,96 " 6,01" 27,54
CS 95,25" 4,37 4,37" 21,78 4,747 51,34"
oS 175,55 79,28 79,28 38,95" 0,081 165,01"
CHL 351,57 47 54" 47,54 170,96™  112,55™  112,76™
FLAV 0,04"s 0,04 0,04 0,09’ 0,02 0,03
ANTH 0,01™ 0,01" 0,01’ 0,00" 0,00 0,00"
NBI 565,41"  105,44"™  105,44" 102,90™  556,38"™  305,07"
AFE 3688,48™ 7,15" 1922,00” 1024,64*  153,01"  261,05™

Efeito do quadrado médio (QM) esta representado por ns = nao significativo; * = significativo em p
< 0,05; e ** = significativo em p < 0,01, respectivamente, pelo Teste F. CGC | = capacidade geral de
combinacao das linhagens; CGC Il = capacidade geral de combinacéo dos testadores; CEC I*Il =
capacidade especifica de combinacao dos hibridos. AP: altura de planta; FS: folha seca; CS: colmo
seco; OS: 6rgédos reprodutivos secos; CHL: indice de clorofila; FLAV: teor de flavonoide; ANTH: teor
de antocianina; NBI: indice de balanco de nitrogénio; e AFE: area foliar especifica.
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Em condicdo WS, o QM para CGC | revelou significancia para TC, EAUAagro
e Ntotal; enquanto em WW a significancia ocorreu para EAUA 4410 € Ntotal. Por sua
vez, considerando-se 0 QM para CGC Il, houve significancia para as caracteristicas
DADA e IADA em WS; e para IADA e EAUA a0 em WW. Com relagéo ao contraste
CEC I*ll verificou-se significancia para TC e 3*C em WS; e para as caracteristicas
TC e WUE agroem WW (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da analise de variancia, com estimativas dos quadrados médios
para caracteristicas estomaticas, status hidrico e composicao isotépica de carbono
e de nitrogénio de linhagens, testadores e hibridos de milho-pipoca avaliados em
diferentes condi¢bes hidricas (WS = estresse hidrico; e WW = irrigacdo plena),
segundo modelo proposto por Griffing (1956) para dialelo parcial

Estresse Hidrico (45% da CT) Irrigacdo Plena (100% da CT)
Caract. CGC CGCII CEC I*ll CGC | CGCII CEC I"ll

QM QM QM QM QM QM
DABA 20,32 141,04  1055,78" 674,04 625,40 529,12"S
DADA 229,2"s  2020,60" 662,34" 142,31 1418,75° 391,92"
IABA 16,15 52,35M 56,28"s 8,41" 17,45" 52,43"S
IADA 9,63" 160,78" 44.17" 14,79 36,89"s 54,37"s
TC 19,33" 10,50 12,10" 2,47 9,87 25,86"
TRA 179,4" 503,82" 373,65" 91,71"s 851,68"  430,75"
EAUA agro 411" 0,01 4,44 0,67 0,94" 0,51"
d1C 0,06 0,00 0,19 0,20 0,05 0,13ns
5N 3,32" 0,38 1,98"s 0,34ns 5,02n 0,11
Ntotal 0,63" 0,08 0,64 0,48™ 0,00 0,07ns

Efeito do quadrado médio (QM) esta representado por ns = ndo significativo; * = significativo em p
< 0,05; e ** = significativo em p < 0,01, respectivamente, pelo Teste F. CGC | = capacidade geral de
combinacao das linhagens; CGC Il = capacidade geral de combinacdo dos testadores; CEC I*Il =
capacidade especifica de combinag&o dos hibridos. DABA: densidade estomatica abaxial; DADA:
densidade estomatica adaxial; IABA: indice estomatico abaxial; IADA: indice estomatico adaxial;
TC: evapotranspiracdo cumulativa; TRA: Teor relativo de &gua foliar;, EAUA agro: €ficiéncia
agrondmica no uso da agua; 6°C: assinaturas estaveis de is6topos de carbono; 8'°N: assinaturas
estaveis de isétopos de nitrogénio; Ntotal: nitrogénio total.

Para a CGC | o QM foi significativo para RWD (b, €), NV (d, e) e CERa em
WS; ja no ambiente WW, as significancias ocorreram para as se¢des RWDd, NVc
e CERa. Com relacdo ao QM associado a CGC Il, as caracteristicas significativas
foram NV (b, ¢) e R. PAR em WS, enquanto na condicdo WW houve significancia
para RWDa e NVd. Com relag&o ao contraste CEC I*Il, o QM foi significativo para
as caracteristicas RWD (b, c, d), NV (b, e) e CER (a, b, €) em WS; e para RWD (b,
c,d,e),NV(a, b, d) eCER (a c) em WW (Tabela 6).



Tabela 6. Resumo da andlise de variancia, com estimativas dos quadrados médios para caracteristicas radiculares de linhagens,
testadores e hibridos de milho-pipoca avaliados em condig6es hidricas contrastantes (WS = estresse hidrico; e WW = irrigacao plena),
segundo modelo proposto por Griffing (1956) para dialelo parcial

Estresse Hidrico (45% da CT)

Irrigacéo Plena (100% da CT)

Caract. CGCI CGCll CEC Il CGCI CGC I CEC I"ll
QM QM QM QM QM QM

RWDa 136717,44" 36,45 273645,48 " 51835,70 " 885910,46" 347992,69 "
RWDb 87034,76" 19,78 116335,82™ 31356,18 " 1767,58 " 68868,71"
RWDc 16398,43 " 6485,82 " 41009,19™ 19999,28 " 12663,63 " 64494,34”
RwDd 7236,11™ 335,81™ 13632,93" 24568,82 5436,40 " 19481,17"
RWDe 8010,65° 817,41 3657,72" 1526,42" 1321,01 ™ 2413,66°
NVa 26,79 0,00 10,18 5,17 1,56 19,95
NVb 5,94 53,24 15,96™ 2,07 1,82" 1,33
NVc 3,72 17,78" 25,90 5,55 2,80 2,40
Nvd 14,93" 0,01" 30,39 4,49 17,81 9,05
NVe 11,04 1,99*ns 13,55™ 3,42 1,747 3,87
CERa 694721,07 24380,17"™ 1300743,46™ 189575,59" 1662204,26 " 205474,51"
CERD 5041526,84 " 7662793,65" 13065268,83™ 977845,20 " 204539,21 " 829021,63 "
CERc 10583774,95 1039026,18 " 8246689,66 "° 2644731,99 " 18704602,51 " 20448500,14"
CERd 11181098,12 " 33343834,16 " 14301579,78 " 14016657,86 " 35434061,00 "® 8199115,69"
CERe 13558612,21 ™ 12602846,93 "™ 55452985,62" 21245575,97 " 17048,32" 11461617,44 "
R. PAR 21,31" 17,61" 7,39 12,01 12,87" 12,75

Efeito do quadrado médio (QM) esta representado por ns = ndo significativo; * = significativo em p < 0,05; e ** = significativo em p < 0,01, respectivamente, pelo
Teste F. CGC | = capacidade geral de combinagéo das linhagens; CGC Il = capacidade geral de combinacao dos testadores; CEC I*ll = capacidade especifica de
combinacao dos hibridos. RWD: densidade do peso radicular; NV: volume radicular; CER: comprimento especifico radicular; a-b-c-d-e refere-se a profundidade
de cada secao de solo, isto €, 0-30 cm (a); 30-60 cm (b); 60-90 cm (c); 90-120 cm (d); e 120-150 cm (e); R. PAR: razdo entre o peso da parte aérea e de raizes.

w
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5.5. Implicagbes do quadrado médio para o melhoramento de plantas

Os programas de melhoramento genético de plantas vém trabalhando no
desenvolvimento de cultivares adaptadas a diversas condigbes ambientais, dentre
elas, a seca. A indisponibilidade de recursos hidricos pode resultar em significativas
reducbes da producdo agricola. Diante disso, melhoristas relatam que o
desenvolvimento de hibridos é a melhor estratégia para desenvolver genétipos
tolerantes a seca na cultura do milho-pipoca. Nesse sentido, investigacdes com o
melhoramento de plantas estdo sendo implementadas na tentativa de compreender
o0 modo da acao genética de caracteristicas relacionadas ao déficit hidrico.

Considerando que a andlise de variancia dialélica permite discriminar os
efeitos e significancia da capacidade combinatoria, sendo a capacidade geral de
combinagdo (CGC) atribuida ao componente aditivo, enquanto a capacidade
especifica (CEC) esta associada ao efeito nao-aditivo dos cruzamentos, o
conhecimento destes efeitos possibilita delinear estratégias de melhoramento mais
eficientes a serem aplicadas no germoplasma-alvo de estudos visando a obtencéo
de ganhos genéticos em ambiente de seca. Nesse sentido, para as caracteristicas
de medidas de crescimento e pigmentos foliares avaliadas no presente trabalho,
houve influéncia dos efeitos aditivos (Tabela 4). Duas excecfes foram observadas
para ANTH e AFE, que se manifestaram com supremacia de acdo génica nao-
aditiva (Tabela 4). Diferentemente dos resultados apresentados, Tollenaar et al.
(2004) e Kamphorst et al. (2021) relataram maior influéncia dos efeitos ndo-aditivos
no controle da biomassa foliar e dos pigmentos foliares. Esses autores constataram
haver maior acumulo de matéria seca antes do florescimento para as
caracteristicas biomassa foliar, do colmo e maior tamanho das folhas e indice de
area foliar, recomendando a exploracdo da heterose como estratégia de
melhoramento.

Para as caracteristicas TC e &'3C, o QM relacionado foi aquele mais
importante, indicando efeitos ndo-aditivos (Tabela 5). Isso pode explicar o fato dos
hibridos possuirem maior crescimento e peso em relacdo aos seus genitores. Chairi
et al. (2016) descreveram que a evapotranspiracao total acumulada foi maior nos
hibridos de milho comum do que nos seus genitores e que essa caracteristica se

correlaciona fortemente com a biomassa da parte aérea. Além disso, observou-se
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um efeito da capacidade especifica predominante em 53C sob WS, indicando que
os hibridos sofreram menos no estresse hidrico do que as linhagens.

As caracteristicas do sistema radicular tém sido associadas como bons
indicadores no desempenho agronémico e adaptativo em milho-pipoca tanto em
WS quanto em WW. Kamphorst et al. (2022) afirmam que a exploracao da heterose
€ recomendada para aumentar a densidade de peso radicular (RWD) em ambas as
condicdes hidricas. Neste trabalho, de maneira geral, a maioria das secc¢des das
caracteristicas RWD, NV e CER tiveram influéncia dos efeitos ndo-aditivos tanto
em WS quanto em WW. Gao e Lynch (2016), em estudos com estresse hidrico e
irrigacéo plena, descreveram que milhos com reduzidos niumero de coroa, tendem
a ter raizes mais profundas e melhor absorgcéo de agua. Dessa forma, possuir um
sistema radicular mais desenvolvido em condic¢des limitante de agua pode contribuir
no rendimento de gréos, como também relataram Hassouni et al. (2018), que
correlacionaram raizes mais profundas com o aumento da producdo de graos de
trigo.

De maneira geral, ndo houve alteracdo entre CH do quadrado médio com
maior importancia para as caracteristicas avaliadas nesse estudo. Isto infere que o
modo de expressdo das caracteristicas sdo os mesmos nas distintas condi¢des
hidricas. Lima et al. (2019), em estudo sobre heran¢ca em milho-pipoca avaliado nas
condicbes WS e WW, apoiaram a versdo de que os efeitos genéticos nao se alteram
entre as diferentes condicfes hidricas aplicadas nos estudos. Esses mesmos
autores sugeriram que os mesmos méetodos de melhoramento podem ser aplicados

em ambas as CHs.
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6. CONCLUSOES

Apesar dos gendtipos sofrerem com o impacto da limitagdo hidrica, de
maneira geral, os hibridos expressaram maiores taxas relacionadas ao acumulo de
biomassa aérea, status hidrico e do sistema radicular, 0 que deve representar
vantagens adaptativas em comparacdo com seus genitores. Possuir um sistema
radicular mais desenvolvido, com raizes mais profundas, permite aos hibridos
melhor aquisicdo de agua e maiores taxas de crescimento, particularmente sob
condicio WS. Efeitos nessas caracteristicas também foram observados na
condicao irrigada, mesmo que em menor intensidade. Adicionalmente, os hibridos
mostraram maior uso de agua como refletido pelos valores de 313C, exclusivamente
em condicdo WS.

Recomenda-se aos programas de melhoramento o uso de hibridos na
cultura do milho-pipoca, como sendo a melhor estratégia para mitigar os efeitos da
seca, devido aos efeitos génicos nao-aditivos estarem expressos em maior
magnitude na maioria das caracteristicas, principalmente no controle do sistema

radicular.
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