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PERFORMANCE DE MATERIAIS DE MILHO SEMI-EXOTICOS PARA AS
CONDIGOES DO SUDOESTE GOIANO

Resumo - O crescimento populacional tem acarretado o aumento na
demanda por alimento no mundo. O milho é um dos principais cereais utilizados na
alimentagdo humana de forma direta ou indireta, e a busca por cultivares cada vez
mais produtivas € um desafio para os pesquisadores. Objetivou-se com esse
trabalho avaliar uma populagdo semi-exodtica de milho através dos caracteres
agronémicos e a sua eficiéncia metabdlica na relagdo carbono x nitrogénio como
parte de um programa mais amplo de melhoramento de milho. O experimento foi
conduzido na Universidade Federal de Goias, Regional Jatai, com o delineamento
experimental em blocos ao acaso em quatro repeticdes, sendo avaliadas 79 familias
de meios-irmaos e uma testemunha. Durante o periodo de desenvolvimento da
cultura determinou-se a altura de plantas e insergédo da espiga, o didmetro de colmo,
o indice de clorofila Falker, a atividade da redutase do nitrato e a quantidade de
acucares soluveis totais (AST). Apds a colheita foram avaliados os caracteres de
espigas e produtividade. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e
verificado sua significancia pelo teste F. Obtiveram-se os coeficientes de correlagéo
de Pearson entre todos os caracteres avaliados e as familias foram agrupadas pelo
teste de agrupamento de médias Scott e Knott, e pela analise multivariada de dados
através do método de agrupamento de otimizagdo de Tocher. O material apresenta
variabilidade genética para ser trabalhado em melhoramento futuro. Cinco familias

apresentaram comportamento diferenciado na relagao carbono x nitrogénio.

Palavras-chave: redutase do nitrato, germoplasma exaético, Zea mays
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PERFORMANCE OF SEMI-EXOTIC MAIZE MATERIALS FOR THE CONDITIONS
OF SOUTHWEST OF GOIAS

Abstract - Population growth has led to an increase in demand for food in the
world. Corn is one of the main cereals used in food directly or indirectly, and the
search for increasingly productive cultivars is a challenge for researchers. The
objective of this study was to evaluate a semi-exotic maize population through
agronomic traits and their metabolic efficiency in carbon x nitrogen ratio as part of a
wider program of corn improvement. The experiment was conducted at the Federal
University of Goias, Regional Jatai, with experimental design in a randomized block
with four replications and evaluated 79 families of half-sib and a check. During the
development of the culture was determined plant height and ear insertion, the stem
diameter, the Falker chlorophyll content, nitrate reductase activity and amount of
soluble sugars (TS). After harvesting were evaluated characters cobs and
productivity. The results were submitted to variance analysis and verified its
significance by F test It was obtained the Pearson correlation coefficients among all
characters and families were grouped by means of clustering test Scott and Knott,
and the multivariate data analysis using Tocher grouping method. O material
apresenta variabilidade genética para ser trabalhado em melhoramento futuro. Cinco
familias apresentaram maior eficiéncia fotossintética e outras duas familias
apresentaram melhores valores de produtividade. The material shows genetic
variability to be worked on further improvement. Five families have different behavior

in carbon x nitrogen ratio.

Keywords: nitrate reductase, exotic germplasm, Zea mays



1. INTRODUGAO

O Brasil ocupa lugar de destaque na produgdao de milho juntamente com
Estados Unidos e China, sendo o terceiro maior produtor mundial da cultura. No
cenario nacional é cultivado em duas épocas e a producéo total fica atras somente
da producéao de soja.

No ano agricola 2015/2016, a area plantada de milho no Brasil foi de 15,7
milhées de hectares em safra e safrinha, representando 27,1% do total da area
plantada no pais, e a expectativa de producdo € menor do que no ano anterior,
podendo chegar a 76,2 milhdes de toneladas. O estado de Goias representa 9,5%
do total da area cultivada com milho no pais, com uma expectativa de produgao de
7,5 milhdes de toneladas (CONAB, 2016).

O grande numero de trabalhos cientificos desenvolvidos com a cultura do
milho (Zea mays L.) propiciou enormes ganhos de produtividade e
consequentemente aumento do valor econdmico desta espécie (BOREM et al.,
2005). A obtencédo de hibridos de milho foi a principal causa deste aumento,
possibilitando, mesmo com a redugcdao da area cultivada, atender a demanda
crescente por esse cereal observada no ultimo (BISON et al., 2003).

Os programas de melhoramento genético enfrentam dificuldades em
continuar produzindo novos hibridos que substituam com vantagens os hibridos ja
existentes (BISON et al., 2003). Por se tratar de uma das espécies vegetais de maior
valor econémico, e por apresentar uma grande diversidade genética que possibilita
que seja cultivada em diferentes ambientes, essa cultura tém despertando o
interesse de empresas de pesquisas ao redor do mundo.

O germoplasma do milho é constituido por populagdes adaptadas, ragas crioulas e
materiais exoéticos introduzidos e, diversos autores tém enfatizado a importancia da
introducédo de germoplasma exético nos programas de melhoramento (NASS et al.,
2001), contribuindo para que haja aumentos de produtividade do milho no Brasil,
porém devido a baixa capacidade adaptativa (HALLAUER, 1978),
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recomenda-se o cruzamento com material local adaptado, obtendo-se assim
materiais semi-exoticos.

Essa introducdo de germoplasma exdtico contribuiu de forma importante e
continua para o melhoramento e a utilizagdo de novas fontes de germoplasma,
despertando o interesse de pesquisadores principalmente em relagdo a problemas
de tolerancia a estresses bidticos e abidticos (MIRANDA FILHO & VIEGAS, 1987).
Porém, um dos problemas desse processo € a escolha do germoplasma, devido ao
grande numero de fontes e ao fato de que grande parte delas ndo apresentar
padrdes aceitaveis de adaptagdo (GOODMAN, 2005).

A fim de se avaliar a performance de novos materiais, Objetivou-se com esse
trabalho avaliar uma populacdo semi-exotica de milho em relagdo a caracteres

agrondmicos e a sua eficiéncia metabdlica na relagdo carbono x nitrogénio.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da cultura do milho

O milho é uma graminea da familia Poaceae, tribo Maydae, género Zea e
espécie mays (Zea mays L.). Apresenta flores unissexuadas (monoecismo) com
separagao espacial da inflorescéncia feminina (espiga) e da masculina (pendao),
sendo, portanto, uma planta aldgama com aproximadamente 100% de reprodugéo
cruzada (BOREMet al., 2005).

Cultivado em quase todos os continentes, sua importancia econbémica é
caracterizada pelas diversas formas de utilizagdo, desde a alimentacao animal, que
utiliza cerca de 70% da produgao, até a industria de alta tecnologia como a produgao
de filmes e embalagens biodegradaveis. Em determinadas partes do continente
Americano e Africano o milho é o alimento basico da populagédo, podendo ser em
algumas situagdes a principal fonte de energia na dieta. No entanto, em linhas gerais
apenas 15% da producdo mundial de milho é destinado diretamente ao consumo
humano (CRUZ et al., 2008).

Além das formas de utilizacdo citadas acima, vem ganhando destaque a
producao de etanol a base de milho, consolidada nos Estados Unidos, mas ainda
em inicio de desenvolvimento no Brasil (KARAM & MAGALHAES, 2014), onde o
cultivo desse cereal se estende por todo territério nacional utilizando-se de variados
sistemas de producgao (LIMA et al., 2009). No ano de 2015 a cultura estendeu-se por
15,6 milhdes de hectares representando 28,2% de toda area cultivada por cereais,
leguminosas e oleaginosas, ficando atras apenas da soja que ocupou 58,2% da area
total. A produtividade de milho totalizou 84,6 milhdes de toneladas, e a produtividade
média brasileira foi de 5.396 kg ha™' (CONAB, 2016).

A produtividade média brasileira é considerada baixa, uma vez que ha relatos de que
o potencial produtivo da cultura pode chegar a 19.113 kg ha™ (ASSIS et al., 2006).
Entre os principais fatores que afetam a produtividade brasileira do cereal,
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destaca-se o clima, o manejo de nutrientes, a fertilidade do solo, praticas culturais,
potencial genético dos materiais e manejo de plantas daninhas, pragas e doencgas
(AMADO et al., 2002; FANCELLI & DOURADO NETO, 2003). Cruz et al. (2008)
destacam a necessidade de que os diversos sistemas de producédo de milho sejam
aprimorados para obter o aumento na produtividade e na rentabilidade que a cultura

pode apresentar.

2.2, Introgressdao de materiais genéticos exoéticos para o melhoramento

genético da cultura do milho

A variabilidade genética do milho & caracterizada por um germoplasma muito
amplo, constituido por ragas locais ou indigenas (crioulas), populagdes adaptadas e
materiais exoticos ou semi-exaticos introduzidos, porém somente uma pequena
parte da variabilidade tem sido efetivamente utilizada nos programas de
melhoramento (MIRANDA FILHO, 1985).

As ragas locais conhecidas como populagao crioula, sdo geralmente menos
produtivas que cultivares e hibridos comerciais, porém sado importantes para o
melhoramento pelo elevado potencial de adaptagao que apresentam para condi¢coes
ambientais especificas (PATERNIANI et al., 2000), principalmente por constituirem
fonte de variabilidade genética que podem ser exploradas na busca por genes
resistentes ou tolerantes aos fatores abidticos.

Germoplasma exotico é todo material oriundo de regides com caracteristicas
de ambiente diferentes daquelas do local considerado; numa concepgdo mais
ampla, o germoplasma é considerado exotico quando sdo detectadas limitagdes de
adaptacao as areas de interesse. A introdugao de materiais exéticos em populagdes
adaptadas tem sugerido o cruzamento e recombinagcdo das populagdes semi-
exodticas para permitir a utilizacdo de caracteristicas adicionais e da variabilidade
resultante (HALLAUER, 1978).

Nas condigdes brasileiras, a introdugdo de novos germoplasmas tem
contribuido sobremaneira para o crescimento do potencial de produgao em relagao
as cultivares tradicionais, como também tem possibilitado a incorporagcado de genes
para conferir resisténcia as principais pragas e doengas (MIRANDA FILHO, 1992,
REGITANO NETO, 1997). A introdugcdao de germoplasma exético, principalmente

Tuxpeno e ragas relacionadas do México e América Central, trouxeram grande
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contribuicdo para a obtengdo de hibridos de alta producdo (MIRANDA FILHO &
VIEGAS, 1987). Porém, em paises de clima temperado como os Estados Unidos, o
uso de germoplasma exdético tem sido bastante restrito, tendo aumentado de 1% em
1984 para 2,9% em 1996 (NASS et al., 2001; GOODMAN, 2005).

A incorporacéo de germoplasma € uma maneira de diversificar geneticamente
as populagoes e variedades, enriquecendo-as com alelos favoraveis (SIMMONDS,
1993). Um problema nesse processo € a escolha do germoplasma, devido ao
grande numero de fontes e ao fato de que grande parte delas n&do mostra padréo
aceitavel de adaptacdo (GOODMAN, 2005). Holland (2004) descreve que a
incorporagao de germoplasma exético € o melhor meio para ampliar a base genética
das culturas modernas, mas nao € facil nem rapido; e a incorporagao de
quantidades substanciais de material genético a partir de germoplasma exotico em
cultivares elite, € ainda mais dificultada.

Prasanna (2012), relatou que o milho tem grande diversidade genética, o que
favorece o melhoramento genético, apesar dos desafios mencionados por diversos
pesquisadores. Ndo ha falta de alelos favoraveis no germoplasma global que
contribuem para maior rendimento, tolerancia ao estresse abidtico, resisténcia a
doengas ou melhoria nutricional de qualidade. Estes alelos desejaveis sdo muitas
vezes dispersos por uma vasta gama de variedades locais ou outras populagodes.
Para se ampliar a base genética de milho e cultivares torna-se necessario a
incorporagao de germoplasma resistentes e adaptaveis a diversas situagées onde o
milho é cultivado; sem duvida, dependem da descoberta rapida e eficiente de fontes
e a incorporagao desses novos alelos favoraveis.

Os programas de melhoramento genético buscam continuamente a
renovagdo e/ou ampliagdo do germoplasma para melhor atender a demanda
decorrente de novos desafios que surgem pela expansao da cultura do milho, tanto
no espacgo (novas fronteiras agricolas) como no tempo (cultura de safrinha); a
demanda também se traduz por modificagbes morfologicas (arquitetura, tipo e
textura do grao), fisiolégicas (qualidade do gréo, eficiéncia fotossintética), resisténcia
a pragas e doencgas. Estes desafios ou demandas podem ser superados
combinando genes que se encontram em diferentes fontes de germoplasma
(BOREM et al., 2005).
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2.3. Mecanismos fisiolégicos de adaptacao e componentes secundarios de

produgao

Diariamente as lavouras sao expostas a varios estresses capazes de causar
grandes perdas a produtividade agricola. Estima-se que, a fim de satisfazer as
necessidades da populagdo crescente, a produgdo agricola necessita ser
aumentada em pelo menos 20% nos paises desenvolvidos e em 60% nos paises em
desenvolvimento (PAREECK et. al., 2010). Tal situacdo vem recebendo bastante
atencdo entre pesquisadores de empresas detentoras de germoplasma
principalmente pelo fato de que, ao se desenvolverem novos materiais estaria
garantindo boa produtividade em regides que apresentem problemas especificos, o
que garantiria o sucesso financeiro dessas companhias.

Neste contexto, alguns parametros fisioldgicos se encontram relacionados ao
comportamento de determinadas plantas a cada regiao onde é cultivada. Entdo, uma
das maneiras de se avaliar o grau de adaptacado dessas plantas as condigdes de
cultivo € quantificando os dados de fotossintese e acumulo de metabdlitos
especificos. Para isso, além dos componentes de produtividade e caracteristicas de
plantas, quantifica-se também a atividade da enzima redutase do nitrato, a radiacéo
fotossinteticamente ativa e o acumulo de agucares soluveis totais.

Sendo assim, estes dados podem ser chamados de componentes
secundarios de produgado, por serem caracteristicas de plantas que fornecem
informagdes adicionais sobre as alteragdes da produgdo (MONNEVEUX & RIBAULT,
2006). Estes sao importantes na selegao porque, usualmente, a herdabilidade do
carater “producdo” diminui enquanto a herdabilidade de algumas caracteristicas
secundarias permanecem altas e a correlagdo genética entre produtividade e essas
caracteristicas aumentam nitidamente (BOLANOS & EDMEADES, 1997; BANZIGER
& LAFITTE, 1997).

Pimentel (1999) fez uso de um desses atributos ao observar o aumento da
concentracdo de AST em dois hibridos de milho sob deficiéncia hidrica, assim como
Reis Junior et al. (2008) e Magalhées et al. (1993) que estudaram a desempenho de
gendtipos de milho a diferentes fontes de nitrogénio e utilizaram a concentragao de
AST como caractere de avaliagio.

Pesquisadores utilizam os componentes secundarios de producdo em busca

de materiais que melhor se adaptam as condi¢gdes de cultivo entregando maior
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produtividade. Magalhdes & Jones (1990) afirmam que o rendimento final do milho
depende da disponibilidade de fotoassimilados (AST) que sao produzidos nas folhas
e enviados para os graos durante o periodo de enchimento.

Dentre as varias estruturas que participam das transformacdes quimicas que
ocorrem nas folhas durante a fotossintese, encontra-se a enzima redutase do nitrato
(RN), que se apresenta bastante flutuante devido alguns fatores externos e internos
que regulam o funcionamento desta nas células, porém juntamente com os
componentes primarios de produgdo pode ser utilizado por pesquisadores na
escolha por materiais que apresentem melhor desempenho nos locais de cultivo as
quais foram submetidas. Bredemeier & Mundstoc (2000), relatam que um dos
fatores que alteram a atividade enzimatica da RN é o estadio fenoldgico da planta.

Sinha & Nicholas (1981) estudando a fisiologia de plantas resistentes a seca,
utilizou-se da atividade da enzima RN como parametro de avaliagdo, assim como
Ferreira et al. (2002) que estudaram o metabolismo do nitrogénio associado a
deficiéncia hidrica e sua recuperagao em genotipos de milho.

A utilizacdo dos componentes secundarios de produgdo € mais uma
ferramenta para auxiliar os pesquisadores na busca por cultivares que venham a
apresentar um melhor desempenho nos locais onde forem cultivadas, possibilitando
assim, se fazer escolhas mais assertivas em cada fase do processo de

melhoramento genético.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao do material genético

De acordo com Souza (2015), em 1999 foram introduzidas ao programa de
melhoramento de milho da ESALQ/USP, 682 linhagens endogamicas (Ss) do
CIMMYT (Colémbia), selecionadas para resisténcia ao complexo do enfezamento.
Estas linhagens foram plantadas na Estacdo Experimental de Anhembi (SP) e, apds
avaliagado visual, foram selecionadas 51 linhagens com melhor expressdo da
resisténcia. Foram realizados cruzamentos no esquema dialelo parcial das 51
linhagens com trés materiais, sendo estes o hibrido P3041, resistente ao complexo
de enfezamento, e as populagbes CMS14 e ESALQ PB23, escolhidas pelo bom
padréo de produtividade em ensaios realizados em Piracicaba (SP) e Anhembi (SP).
Foi realizada uma selegdo a partir da avaliagdo das 51 linhagens, e ndo sendo
possivel obter sementes suficientes dos cruzamentos realizados, alguns néo foram
incluidos na formacdo de novas populacbes. Portanto, destes cruzamentos,
originaram as populag¢des semi-exéticas CRE-01, CRE-02 e CRE-03, com 30, 39 e
32 linhagens respectivamente. A sigla CRE significa Complexo de Resisténcia ao
Enfezamento.

No ano de 2011 foram geradas familias de meios irmaos (FMI) das trés
populacdes e estas foram avaliadas na safrinha de 2012, sendo 200, 180 e 180 FMI,
respectivamente das populacées CRE-01, CRE-02 e CRE-03. Apds avaliagdo dos
ensaios foram selecionadas as 20 FMI mais promissoras em relagéo a produtividade
de grdos em cada populagdo, sendo estas recombinadas, completando, assim, um
ciclo de selecdo recorrente (OLIVEIRA, 2013).

Em setembro de 2012, as trés populagdes foram plantadas em lotes isolados de
polinizacao livre para obtengao de familias de meios-irmaos (FMI) na estacao
experimental de Anhembi (SP). Em fevereiro de 2013 foram colhidas 90, 140 e 80
familias das popula¢gdes CRE-01, CRE-02 e CRE-03, respectivamente, para realizar
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o segundo ciclo de selegcdo recorrente (Souza, 2015). Para realizagdo do

presente estudo foram utilizadas as 80 familias pertencentes ao CRE-03.

3.2. Localizagao da area experimental

O experimento foi conduzido no municipio de Jatai — GO, no ano agricola
2014/2015 em primeira safra, na area experimental da Universidade Federal de
Goias, Regional Jatai, cujas coordenadas geograficas sdo 17°55’ S e 51°42’ O e 668
m de altitude. A area vem sendo cultivada no sistema de semeadura direta, com
milho na safra e pousio na segunda safra nos anos de 2012/13 e 2013/14, onde

anteriormente era cultivada com pastagem.

3.3. Descricao do clima e do solo

O clima predominante na regiao é do tipo Aw, tipico das savanas e com duas
estagcdes bem definidas: uma seca e fria (outono e inverno) e outra quente e umida
(primavera e verao), segundo a classificagdo de Koéppen. O maior indice
pluviométrico ocorre entre os meses de outubro e abril, sendo o periodo de estiagem
entre maio e setembro. Os dados meteorolégicos mensurados durante o periodo de

condugao do experimento sdo apresentados na Figura 1.

Figura . Precipitacdo pluviométrica (mm) e temperatura média (°C) obtida na area
experimental no periodo de novembro (2014) a abril (2015). Jatai - GO,
2014/2015. Fonte: INMET, 2015.

O solo da area foi classificado como Latossolo Vermelho distroférrico (LVdf),

com textura argilosa (EMBRAPA, 2006). Para a determinagdo da adubacédo a ser
utilizada na cultura do milho, realizou-se a amostragem do solo para a
caracterizagao quimica e textural.

A andlise classificou o solo como sendo de textura argilosa com 660 g dm™ de
argila, 125 g dm=de silte e 215 g dm=de areia. A caracterizagdo quimica apresentou
pH (CaCly): 5,3; M.O. (g dm™): 39,1; P mehlich1 (mg dm>): 10,7; Ca, Mg, H + Al, Ke
CTC (cmol.dm?): 3,02; 0,90; 5,2; 0,23; 9,4, respectivamente e V%: 44,1%.
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3.4. Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com quatro repeticdes
constituidas de 79 familias e um hibrido comercial como testemunha (BG 7046),
totalizando 80 tratamentos.

Cada tratamento corresponde a uma familia de meio-irmaos, totalizando 80
parcelas, composta por uma linha de 4 metros de comprimento com o espagamento
de 0,90 metros entre linhas. A testemunha utilizada foi o hibrido comercial BG 7046.
Foram distribuidas trinta sementes nos quatro metros, e apdés a emergéncia foi
realizado o desbaste de plantas para que se estabelecessem vinte plantas por

parcela.

3.5. Instalagao e condugao do experimento

3.5.1. Preparo da area experimental

Quatro dias antes do plantio foi efetuado o controle de plantas invasoras
através da aplicagao de sal de amoénio de glifosato na dosagem de 2,0 kg i.a. ha™.

Realizou-se a adubagdo de base em sulco de plantio na dose de 420 kg ha™
de NPK (08-20-18), utilizado semeadora de arrasto com cinco linhas, a qual
possibilitou a abertura dos sulcos de plantio mecanicamente, deixando-os pronto

para a semeadura e posterior cobertura destes.

3.5.2. Semeadura

A semeadura foi realizada no dia 15 de novembro de 2014, com a utilizacéo
de matracas. Depois de distribuidas as sementes no sulco de plantio, utilizou-se um
pulverizador costal, para aplicagédo de 0,20 L ha™ de Standak Top (Piraclostrobina 25
g L, Tiofanato Metilico 225 g L™, Fipronil 713 g L"), a fim de diminuir o ataque de
pragas e fungos nas sementes. Apds essa aplicagcéo fechou-se os sulcos de plantio

com a utilizagcdo de enxada.
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Foram semeadas 30 sementes por parcela de cada uma das 79 familias
avaliadas e a testemunha. A emergéncia das plantulas ocorreu em média cinco dias

depois.

3.5.3. Tratos culturais

Uma vez instalada a cultura, a area experimental foi monitorada por meio de
visitas semanais e coleta de dados.

Dez dias ap6s a emergéncia foi realizado o desbaste manual das parcelas a
fim de deixar cada parcela com um estande de 20 plantas parcela™ no espagamento
de 0,2 metros entre plantas.

Todos os tratos culturais e o controle fitossanitario seguiram as necessidades
da cultura para a regido, de acordo com os niveis de controle estabelecidos no
manejo integrado de pragas, doencgas e plantas daninhas.

Para a adubacdo de cobertura, aos 20 DAS, aplicou-se 130 kg ha” de

nitrogénio na forma de sulfato de aménio (20% de N) a lango, manualmente.

3.5.4. Colheita

A colheita foi realizada manualmente no dia 25 de abril de 2015 (131 DAS),
quando as sementes de milho se encontravam em maturagdo plena. Foram
coletadas todas as espigas da area util, as quais se realizaram as avaliagbes de
espiga e posteriormente foram trilhadas mecanicamente para determinacéo da

produtividade.

3.6. Caracteristicas avaliadas durante o desenvolvimento da cultura

3.6.1. Determinacgao da atividade enzimatica da redutase do nitrato

As coletas de material vegetal foram realizadas em horario fixo, 10 h,

coletando-se trés folhas completamente expandidas de trés diferentes plantas em

cada parcela. Esse procedimento foi adotado, para permitir a comparacédo da agao
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enzimatica nas diferentes condi¢des do experimento, com o objetivo de minimizar a
variagao de irradiancia ao longo do dia, sobre a atividade da enzima.

Apds a coleta, o material foi levado imediatamente ao laboratério de
Bioquimica da UFG - Regional Jatai, onde se procederam as analises. Para avaliar o
comportamento da enzima em todas as cultivares em V4 e VT as coletas do material
vegetal seguiram sempre o mesmo procedimento.

A determinacdo obedeceu ao método descrito por Klepper et al. (1971)
modificado por Meguro & Magalhdes (1982), que baseia-se no principio de que a
quantidade de nitrito liberada por fragmentos de tecidos vivos, em um tampao, na
presenca de um agente permanente (propanol) e do substrato (nitrato), reflete a
atividade potencial da redutase do nitrato “in situ” (HAGEMAN & REED, 1980).

A determinacdo da atividade da redutase do nitrato foi realizada “in vivo”. As
amostras de tecido fresco de folhas foram coletadas e lavadas com agua destilada.
Em seguida, retirou-se fragmentos de 200 mg de massa os quais foram colocados
em tubos de ensaio contendo 5 ml de solugédo tampao P,04, pH 7,4 (50 mM + KNO;
200 mM). Essas amostras foram infiltradas a vacuo trés vezes durante 30 segundos
cada vez, com a finalidade de aumentar a penetracdo da solugao nos tecidos. Os
tubos de ensaio contendo o material vegetal foram incubados em camara
termostatica tipo B.O.D. a 30° C por 1 hora ao abrigo da luz, envoltas com folha de
aluminio. A paralizagdo da reacdo foi realizada com a adigdo de 1,0 mL" de
sulfanilamida a 1% em HCI (2 N) e, a seguir, adicionou-se 1 mL"' de n-
naftiletilenodiamino a 0,05 %.

A quantificagdo da atividade da redutase do nitrato foi realizada em
espectrofotdbmetro a 540 nm, quantificando-se o nitrito (NO,") produzido, comparando
os valores obtidos com uma curva padrao para esse ion, previamente estabelecido.

Os resultados obtidos dessa variavel foram expressos em pmol NO.g”' MF h™.

3.6.2. Determinacao de carboidratos soluveis totais (AST)

No dia seguinte a realizagdo da determinacdo da atividade da enzima
redutase do nitrato em VT, realizou-se a determinagdo de AST. A coleta do material
vegetal foi realizada em horario fixo, 10h, coletando-se trés folhas completamente

expandidas de trés plantas em cada parcela.
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Para determinacdo de AST utilizou-se o método proposto por Yemm & Willis
(1954), que se fundamenta na acgao hidrolitica e desidratante do acido sulfurico
concentrado sobre os carboidratos, e na consequente condensacdo com antrona,
formando um composto colorido (BEZERRA NETO & BARRETO, 2011).

O reagente antrona foi preparado na hora do uso, diluindo-a em acido
sulfurico puro obtendo-se solugéo a 0,2%. A quantidade de 0,2 g de material vegetal
moido foi homogeneizada com a utilizacdo de nitrogénio liquido e em seguida
macerado em 10 mL" de agua destilada. Aliquotas de 100 uL do extrato vegetal
foram pipetadas em tubos de ensaio e o volume ajustado a 1,0 mL" com agua
destilada.

Em seguida, os tubos foram transferidos para banho de gelo, e adicionou-se
2,0 mL" do reagente antrona, resultando em 3,0 mL™" de volume reacional. Os tubos
foram fechados hermeticamente e agitados suavemente até a mistura se apresentar
homogénea. Para desenvolvimento da cor, transferiram-se os tubos para banho-
maria a 100°C por 3 minutos, e em seguida, novamente, para banho de gelo.

O conteudo dos tubos foi homogeneizado e transferido para cubeta
espectrofotométrica e as leituras foram realizadas no comprimento de onda de 620
nm. A concentragao de AST foi determinada conforme curva-padrao preestabelecida
utilizando-se glicose anidra (PM = 180,16 g mol™') nas concentragdes de: 0; 6; 12;
24; 36; 48 e 60 ug.

3.6.3. indice de clorofila Falker (ICF)

Esta avaliacao foi realizada quando as plantas se encontravam nos estadios
V4 e VT, com o auxilio do aparelho clorofiLOG CFL 1030, o qual mede a absorgao
de luz pela folha em comprimentos de onda especificos, estabelecendo ICF. Foram
realizadas 20 leituras por parcela no terco médio da folha madura oposta a primeira
espiga de cada planta.

O medidor de clorofila (portatil) permitiu medigdes instantaneas do valor
correspondente ao seu teor na folha sem destrui-la, e constitui uma alternativa para
estimar o teor relativo desse pigmento na folha. Os valores sdo calculados pelo
equipamento com base na quantidade de luz transmitida pela folha, em dois

comprimentos de ondas, com diferentes absorbancias das clorofilas a e b.
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3.6.4. Altura de planta
Esta avaliacao foi realizada em cinco plantas da area util de cada parcela,

com auxilio de fita métrica, considerando-se a distancia compreendida entre a

superficie do solo e a base do pendao.

3.6.5. Altura de inserg¢ao da primeira espiga

Esta avaliacéo foi realizada em cinco plantas da area util de cada parcela,
considerando-se a primeira espiga a partir da folha bandeira para o solo. A altura de
insercéo € a distancia compreendida entre a superficie do solo e o ponto de insercéo
da primeira espiga.
3.6.6. Diametro de colmo

Esta avaliacéo foi realizada em cinco plantas da area util de cada parcela,

utilizando-se um paquimetro digital graduado em milimetros, no primeiro internddio a

partir do solo.

3.7. Avaliacao dos caracteres de produtividade

3.7.1. Numero de fileiras por espiga

Esta avaliacédo foi realizada em cinco espigas aleatoriamente onde foi

quantificado o numero de fileiras de grdos em cada espiga.

3.7.2. Numero de graos por fileiras

Esta avaliacdo foi realizada em cinco espigas aleatoriamente onde foi

quantificado o numero de graos em uma fileira representativa da espiga.

3.7.3. Comprimento de espigas
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Esta avaliagao foi realizada em cinco espigas aleatoriamente, com a ajuda de
uma fita métrica, onde se mediu as espigas enfileiradas, no qual o valor foi dividido

por cinco para a obtengao do comprimento medio.

3.7.4. Diametro de espigas

Esta avaliagao foi realizada em cinco espigas aleatoriamente, com a ajuda de
uma fita métrica, onde se mediu as espigas justapostas paralelamente, no qual o

valor foi dividido por cinco para a obtencédo do didametro médio.

3.7.5. Massa de mil graos

A massa de mil graos foi obtida a partir de oito amostras de 100 graos por
parcela, conforme as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009),

determinando o peso de mil grdos em gramas, corrigido para 13% de umidade.

3.7.6. Produtividade

Chegou-se aos valores de produtividade a partir da massa dos graos da
parcela, mediante pesagem, com umidade corrigida para 13% e os valores

extrapolados para kg ha™.

3.8. Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados utilizou-se o aplicativo computacional
genes (Cruz, 2008). Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia com
estimacgédo dos quadrados meédios de cada caracteristica. Verificou-se a significancia
pelo teste de F e, para as caracteristicas que apresentaram variabilidade foram
agrupadas pelo teste de Scott e Knott.

Foram estimados os coeficientes de correlagdo de Pearson entre todas as
caracteristicas avaliadas. O coeficiente de correlacédo de Pearson € uma medida do
grau de relacdo linear entre variaveis quantitativas. Garson (2009) diz que

correlagdo é uma forga do grau de relacionamento entre duas variaveis, ja Moore
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(2007), diz que “A correlagdo mensura a diregao e o grau da relagdo linear entre
duas variaveis quantitativas”. Este coeficiente varia entre os valores -1 e 1. O sinal
indica direcdo positiva ou negativa do relacionamento e o valor sugere a forgca da
relagao entre as variaveis.

Para a quantificacdo da divergéncia fenotipica entre as familias, realizou-se
analises multivariadas, estimando as distancias de Mahalanobis como medida de
similaridade genética e agrupamento das familias pelo método de otimizacdo de
Tocher. O objetivo de se fazer o agrupamento € identificar e reunir os grupos
similares dentro da populacéo, por exemplo, utilizando medidas de dissimilaridade
(Cruz & Carneiro, 2003). O método de otimizagdo de Tocher é um método de
agrupamento nao hierarquico que estabelece grupos cujas meédias das distancias
intragrupos s&o sempre menores que as distancias médias intergrupos, formando,

assim, grupos homogéneos mutuamente exclusivos entre si (Cruz, 1990).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise de Variancia

Os resultados das analises de variancia estdao apresentados na Tabela 1.
Verificou-se significancia dos quadrados médios para todos os componentes
avaliados exceto numero de graos por fileira, AST e produtividade, indicando que
para esses caracteres nao ha diferenca na média dos gendtipos do experimento. Os
demais caracteres foram significativos nos niveis de 1% ou 5% de probabilidade. A
existéncia de significancia é indicio de variabilidade genética dentro da populacéo
estudada.

De acordo com Pimentel-Gomes & Garcia (2002), a variabilidade de um
atributo pode ser classificada de acordo com a magnitude do seu coeficiente de
variagéo, sendo assim, classifica-se como baixa (CV < 10 %), média (10 % <CV < 20
%), alta (20 % < CV < 30 %) e muito alta (CV > 30 %). Com base nessa afirmativa,
os resultados apresentados no presente experimento demonstram valores baixos e
medianos para todos os componentes de producgao, exceto para produtividade que
apresentou alto CV. Os coeficientes de variagado encontrados para RN apresentaram
valores elevados, sendo justificavel pelo fato da enzima apresentar um
comportamento bastante flutuante devido uma série de fatores externos, aliados a
utilizacdo de material genético em processo de melhoramento.

A altura de plantas (AP) e altura de insergdo da primeira espiga (AE) foi de
232,9 e 120,2 cm respectivamente, sendo menores do que os apresentados por
Oliveira et al. (2015) que encontraram 241 e 139 cm. Esta diferenga pode ser
justificada por esta populagdo estar um ciclo de selegcdo a frente do apresentado
pelos autores.

Para diametro de colmo (DC) a populagdo em estudo apresentou media de 21,7
mm. Fancelli e Dourado-Neto (2000), descrevem que o colmo do milho atua como
estrutura de armazenamento de sélidos soluveis, principalmente sacarose,
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que posteriormente serdo utilizados na formagéo de graos. Assim, quanto maior for o
diametro, maior a capacidade da planta em armazenar fotoassimilados que
contribuirdo com o enchimento dos gréos e alta produgao (KAPPES, 2010).

Dos componentes ligados diretamente a producédo (NE, NF, NG, DE, CE, M1
e PD) somente NG e PD nao apresentaram significancia.

Considerando um estande de 20 plantas por parcela, a média para NE (12,85)
indica baixa prolificidade das familias estudadas. Plantas prolificas apresentam uma
capacidade inerente de desenvolver ao menos uma espiga sob estresse e mais de
uma quando as condi¢gbes ambientais sdo propicias (SANGOI et al.2010).

Em relagdo ao numero de fileiras de graos (NF), comprimento de espigas
(CE) e diametro de espigas (DE) as médias obtidas foram de 14,53 cm, 16,61 cm e
4,71 cm respectivamente, corroborando com as médias apresentadas por Coimbra
et al. (2010).

A média para massa de mil graos (M1) foi de 325,44 gramas. Ohlandet al.
(2005), destacam que esta caracteristica € influenciada pelo gendtipo, pela
disponibilidade de nutrientes e pelas condi¢cdes climaticas durante o estadio de
enchimento dos graos.

O ICF apresentou-se significativo nos dois estadios avaliados, sendo que a
média da populagdo foi maior em VT (60,09) do que em V4 (45,4). E descrito pela
literatura uma relagdo entre o indice de clorofila e o teor de N na planta, essa
relagdo existe porque a molécula de clorofila necessita do nitrogénio em sua
estrutura, e esta é indispensavel para fotossintese, que por sua vez resulta em
aumento de carboidratos e producdo do 2-oxoglutarato que fornecem energia e
compostos necessarios para assimilagdo do nitrogénio pela planta (LARCHER,
2006).

Segundo Argenta et al. (2001) existe uma falta de relagdo entre a leitura com
o clorifildmetro e o teor de N nas folhas nas fases iniciais da planta, indicando que
boa parte do N absorvido nessa fase € direcionado para a produgao de outras
estruturas e ndo para a formagao de clorofila. Porém, ao se aproximar da fase
reprodutiva existe uma maior correlagao dos valores de leitura com a quantidade de
N absorvido pela planta.

Semelhante ao ocorrido com ICF, a atividade da enzima RN apresentou um
acréscimo na média da populagao de V4 para VT, corroborando com Bredemeier &

Mundstoc (2000) os quais relatam que a atividade enzimatica da RN ¢é alterada pelo
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o estadio fenoldgico da planta. A concentragcédo de nitrato, a temperatura, a luz e os
carboidratos também interferem na atividade enzimatica da RN em nivel de
transcricao e traducao da enzima (SIVASANKAR & OAKS, 1996).

O teor de AST nado apresentou significancia na fase em que foi avaliado,
porém este € um dado bastante importante por apresentar o comportamento
fisiolégico de cada familia em relacdo ao acumulo de solutos. Isso pode também
justificar a auséncia de diferencas na produtividade, uma vez que se ha na planta
quantidade suficiente de AST, este segue para a mobilizagdo de reservas da
semente, realizando um enchimento de grdos eficientes para as condigbes do
ensaio. Por isso tais dados podem ser utilizados paralelamente a outras
caracteristicas apresentadas no intuito de indicar materiais com melhor

desempenho.

Tabela . Quadrados médios, médias e coeficientes de variagdo para quinze
caracteres de uma populacdo composta por 79 familias de meios irmaos
e a testemunha

Variaveis QM MEDIA CV%
AP 629,08** 232,9 6,26
AE 379,84** 120,24 8,84
DC 5,41* 21,7 8,67
NE 17,07** 12,85 17,63
NF 1,74** 14,53 49
NG 11,90 344 9,06
DE 0,09** 4,71 3,92
CE 2,25 16,61 5,85
14 37,54** 45,4 10,04
IT 34, 79** 60,09 7,06
AS 239,01 47,23 30,96
R4 0,44** 0,9 58,38
RT 3,90** 1,26 89,79
M1 1.068,59** 325,44 6,44
PD 1.494.856,78™ 4.517,23 28,77

*%

e * significativos a 1 e 5% de probabilidade; respectivamente; pelo teste F e ns n&o-significativo;
pelo teste F. AP (altura de plantas em cm), AE (Altura de insergdo da primeira espiga em cm), DC
(didametro de colmo em mm), NE (numero de espigas), NF (nimero de fileiras de gréos por espigas),
NG (numero de graos por fileira da espiga), DE (diametro de espiga em cm), CE (comprimento de
espiga em cm), 14 e IT (indice de clorofila Falker nos estadios V4 e VT), AS (acucares soluveis totais
em AST g”' de MF), R4 e RT (redutase do nitrato nos estadios V4 e VT em pmol NO,-.g" MF.h™"), M1
(massa de mil grdos em g), PD (produtividade em Kg ha™).
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4.2. Coeficientes de Correlagao

Na Tabela 2 estdo apresentados os coeficientes de correlacido de Pearson
entre os 15 caracteres avaliados no experimento. Pode-se observar que dos 105
coeficientes obtidos, 29 mostraram significancia, sendo que destes 15 foram
significativos a 1% de probabilidade.

As maiores correlacdes apresentadas foram altura de plantas (AP) com altura
de insercdo da primeira espiga (AE) (r=0,79) e numero de grdos (NG) com
comprimento de espigas (CE) (r=0,55) sendo considerados grandes de acordo com
Cohen (1988) que afirma que coeficientes entre 0,10 e 0,29 sido considerados
pequenos; entre 0,30 e 0,49 sdo médios e entre 0,50 e 1,0 sdo considerados
grandes.

Em relagédo aos fatores fisioldgicos avaliados, o indice de clorofila Falker em
V4 (14) apresentou correlagao positiva com indice de clorofila Falker em VT (IT) (r=
0,37) e negativa com redutase do nitrato em VT (RT) (r= -0,23). Quando um descritor
apresenta correlagdo negativa significa que a medida que a magnitude aumenta
num descritor reduz no outro. O IT apresentou correlagdo com AP (r=0,23) e
didmetro de colmo (DC) (r=0,41).

Os agucares soluveis totais (AS) apresentaram correlagdo negativa com AP,
AE e DE (r= -0,33; -0,38; -0,32 respectivamente) indicando que plantas de menor
porte e espigas menos espessas apresentaram maiores valore de AS.

A R4 apresentou correlagéo negativa com AP, DC e IT (r=-0,24; -0,24; -0,23
respectivamente). E a RT apresentou correlagéo negativa com PD e 14 (r=-0,30;
-0,23). Estas associagbes podem ser uteis na sele¢cao de gendtipos superiores,
inclusive quando os caracteres forem de dificil mensuracédo ou quantificacéo e a
herdabilidade do carater auxiliar for elevada. Tais correlagdes sdo importantes, pois
ao utiliza-las, ndo ha a necessidade de se avaliar todos esses caracteres,
diminuindo o numero de coletas a campo e os possiveis erros decorrentes destas.
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AE DM NE NF NG DE CE M1 PD 14 IT AS R4 RT
AP 0,79 0,25* 0,22 -0/42** 0,22* 0,21 0,16 0,28* -0,03 0,00 023" -0,33** -0,24* 0,05
AE 0,22 0,30 -0,29** 0,07 0,19 0,00 0,12 -0,04 -0,10 0,09 -0,38** -0,13 -0,22
DC -0,22 -0,11  0,25* -0,03 0,40** 0,117 -0,17 0,13 0,41* -0,01  -0,24* 0,04
NE -0,10  -0,02 0,06 -0,32** -0,13 -0,04 0,01 -0,06 -0,11 0,16 0,08
NF -0,26* 0,34 -0,23* -0,16 0,11 0,13 -0,12 0,07  -0,02 0,13
NG 0,19  0,55** 0,06 -0,19 -0,05 0,15 -0,13 0,08 0,13
DE -0,056 0,39* 0,6 0,03 -0,05 -0,32** -0,04 0,07
CE 0,31 0,03 -0,03 0,25* -0,13  -0,08 0,05
M1 0,195 0,13 0,20 -0,20 -0,10 -0,12
PD 0,00 0,02 -0,177  -0,03 -0,30**
14 0,37** 0,01 -0,02 -0,23*
IT -0,11  -0,23* -0,20
AS -0,08 -0,04
R4 0,09

** *. Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t. AP (altura de plantas), AE (Altura de inser¢cdo da primeira espiga), DC (didmetro de colmo), NE
(numero de espigas), NF (numero de fileiras de graos por espigas), NG (numero de gréos por fileira da espiga), DE (didmetro de espiga), CE (comprimento
de espiga), 14 e IT (indice de clorofila falker nos estadios V4 e VT), AS (agucares soluveis totais), R4 e RT (redutase do nitrato nos estadios V4 e VT), M1
(massa de mil grdos em g), PD (produtividade).
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4.3. Scott Knott

Na Tabela 3 se encontra a descrigdo das caracteristicas que apresentaram
significancia na analise de variancia agrupada pelo teste de agrupamento de médias
Scott Knott. Observa-se que a AP foi separada em trés grupos e a testemunha ficou
sozinha sendo a menor média (167,1 cm) diferenciando-se dos outros grupos. Ja a
AE foi separada em dois grupos sendo que a testemunha (76,7 cm) ficou entre as
menores médias, demonstrando que existe variabilidade entre os materiais.

Uma reducgdo na altura de plantas é desejavel pelos produtores (ALMEIDA et
al., 2000) pois, permite o cultivo do milho em maiores densidades, aumenta a
eficiéncia da colheita mecanizada e além disso reduz problemas relacionados ao
quebramento e acamamento de plantas antes do ponto de colheita, comum em
plantas de porte elevado (VILELA et al., 2012). Porém, a altura de plantas desejada
por pesquisadores ira depender de qual a finalidade do material que esta sendo
melhorado, pois para cultivares de milho silagem, por exemplo, € desejavel plantas
de maior porte e area foliar.

O DC apresentou variabilidade, sendo dividido em dois grupos, demonstrando
que existem plantas com valores maiores que o hibrido comercial utilizado como
testemunha. Esse caractere tem importante funcdo quando se observa o
quebramento de plantas, pois maiores DC diminuem o risco de quebramento ou
tombamento de plantas (SANGOI et al. 2002). Segundo Fancell i& Dourado-Neto
(2000) o colmo do milho atua como estrutura de armazenamento de sdlidos soluveis
que posteriormente serdo utilizados na formagdo de gréos, principalmente a
sacarose (DUNCAN, 1975; WESTGATE et al., 2004). A quantidade destes solidos
soluveis que pode ser armazenada no colmo depende do volume ocupado por estes
fluidos e da capacidade cubica do colmo, porém n