LIVIA GRACIELLE OLIVEIRA TOME

ANALISES BIOMETRICAS E MAPEAMENTO DE QTLs PARA
TOLERANCIA A SECA EM MILHO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia Celular e
Estrutural, para obtencdo do titulo de
Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2009



LiVIA GRACIELLE OLIVEIRA TOME

ANALISES BIOMETRICAS E MAPEAMENTO DE QTLs PARA
TOLERANCIA A SECA EM MILHO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Po0s-
Graduacdo em Biologia Celular e
Estrutural, para obtencdo do titulo de
Doctor Scientiae.

APROVADA: 30 de julho de 2009.

Pesq. Claudia Teixeira Guimaraes Prof. Pedro Crescéncio Souza Carneiro

(Coorientadora) (Coorientador)

Prof2. Mara Garcia Tavares Prof. Edgard Augusto de Toledo Picoli

Prof. Cosme Damiao Cruz
(Orientador)



%;ae;ee, caminhamos evantes wedta vida,
Caimos e nos levantamos. . .

Em espages cantos de tempo, domos capazes de chornar ¢ dornr,
perden e gankar,

wver escondidos ou arniscar tude, dar a cara a taga.
Podemos sen as feddoas mais amduedd,

em espécies frias e calealiotas sem piedade.

Somos capages de lamber o chio e tocar o céu.

Calar quands é para falar e gritar quando é liona de calar.
Somoe frdgecs, quade a poute de nos trincarmos,

mas, guando menod de espena, nod transformamod em leaes,

Deus em saa bondade

wos dotou com a sublime capacidade da escolha.
Somos livmes, podemos selecionar, ponderar,
palar de cabeca ou eoperan. .. Somoe limes!
Escollien o essencial é ante,

a bela ante de viven bem.

Nao temames a vida.

Tenbamos favon, dim, da falta de sentidds,

Deus wse créou para a felicidade. . .

A mador misedo é sen fely!

A o dltimo suspine aiuda ¢ tempo de escollievmos o camintio cento.
esmo ¢e evramos, valerd a pena ten tentado. ..

Somee livnes, gracas a Deus!

Pe. Lats Enlin



Ao mens pacs, Lewl Tomé de Olivecra ¢ Maria da (Conceicao Olivecra
Ao mea cvmao, Leandna Jomé Olivecna
Aoo meus tios, na Apanecida Domingos, Vma Domingos, Maria (ristina
Domingos, Mania Felena Domingos, ilten Uanet Domingos e fooé Luie
Domingos.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por estar sempre junto a mim mesmo nos
momentos em que me distancio dele.

A minha mae Maria da Concei¢do, ao meu pai Levi Tomé de
Oliveira e ao meu irmao Leandro Tomé Oliveira, meus alicerces que
me acompanham a todo 0 momento e nunca me desamparam.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de
Biologia Geral pela oportunidade de realizacdo do curso.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais
(FAPEMIG), pelo auxilio financeiro.

Ao professor Dr. Cosme Damido Cruz pela paciéncia acima
de tudo, compreensdo, orientacdo, pelos sabios ensinamentos
responsaveis pelo meu crescimento, pelo desenvolvimento deste
trabalho e presenca em todos os momentos decisivos.

A Dra. Claudia Teixeira Guimardes pelo exemplo de
pesquisadora, paciéncia e compreensao, orientacdo e colaboracao
na conducao deste trabalho.

Ao Dr. Jurandir pela atencéo, disponibilidade na contribuigao
para o desenvolvimento dos trabalhos, orientagbes e valiosas
sugestoes.

Ao professor Dr. Pedro Crescéncio Souza Carneiro pela

coorientacéo, amizade e valiosas sugestoes.



A professora Dra. Mara Garcia Tavares pela compreens&o,
atencdo, amizade e valiosas sugestoes.

Ao professor Dr. Edgard Augusto de Toledo Picoli pela
compreensao, atencdo, amizade e valiosas sugestoes.

A EMBRAPA milho e sorgo pela oportunidade de conducdo
dos experimentos bem como a todos o0s pesquisadores e
funcionérios técnicos do Nucleo de Biologia Aplicada, do Galpéo de
Melhoramento de Milho e funcionérios da Estacdo Experimental em
Janauba.

Aos amigos que me apoiaram nesta caminhada e que
contribuiram para a minha vitoéria: Rafael, Danielle, Jaqueline,
Belkiss, Caio, Carlos, Andréia, Fernanda Abreu, Felipe, Janaina,
Marcio, Otéavio, Tetsu, Eliel, Mirian, Thalis, Ricardo, Ubiraci, Ramon,
aos Marcelo’s Rabel e Soares, Célio Ramos, Miguel, Edna, Marilia,
Luisa, Jéssica, Thati e Edmilson.

De forma especial agradego ao Rafael, Danielle, Jaqueline e
Andréia por terem me apoiado muito nos momentos finais de escrita.

As minhas tias, tios e primos. Em especial, as minhas tias
Ana, llma, Maria Cristina que, juntamente com 0S meus pais, me
proporcionam forca em todos o0s momentos, dedicagao
incondicional, amor e séo responsaveis por minha formacao.

Aos amigos de outros tempos que também contribuiram com
esta conquista: Luciana Martins, Daniel, Marina, Paula, Wellington,
Adriano, Jaqueline, Rosangela, Cintia, Denilce, Elenice, Hosana e
Shirlei.

A Bete e Rosimeire, secretarias do programa de Poés-
Graduacao.

A todos os professores que ja tive em toda a minha vida
académica, por terem contribuido com a minha formacdo e
crescimento.

Ao meu Pais, Brasil, que financiou toda minha formagé&o
académica.

Meu muito obrigada!!!



SUMARIO

Pagina
RESUMO . ... e e IX
AB ST R A C T e e Xi
1. INTRODUGAO GERAL .....oouviviiiticicteeieecee e 01
2. REVISAO DE LITERATURA........oovitiieeceeeeee e 04
2.1, Centro d€ OFIgeIM ... .uuuueiiiiee et e e 04
2.2. Aspectos gerais do carater tolerancia a seca......................... 05

2.3. Aspectos celulares e moleculares relacionados ao estresse

o 4T o SRR 07
2.4. MapeamentO gENELICO. ......uuuuiuiieiiiiiiiieeeeeee e e e e e e e e 10
2.4.1. Deteccao de QTLs relacionados ao florescimento....................... 11

2.4.2. Deteccdo de QTLs relacionados a senescéncia foliar e “stay-
2.4.3. Deteccdo de QTLs relacionados a producdo de gréos e

ProlfICIdAE. ... 19
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccoooeeiieiceieeein, 23

Vi



CAPITULO |

VARIABILIDADE GENETICA, INTERACAO GENOTIPO X
AMBIENTE E GANHOS POR SELECAO DIRETA E INDIRETA

RESUMO ... 37
ABSTRACT e e 39
1. INTRODUGAO. .....c.coiiitiieteeeee et 41
2. MATERIAL E METODOS.......cciiiiteeeeeeee e, 45
2.1. Caracteristicas avaliadas............coooveeeeeriiiiieiiiine e 46
2.2. Andlise de variancia CoNjUNta...........oeeevuieeiiieiiieeiie e eeei e e, 47
2.3. Ganhos esperados Por SEIEGAOD. .......cuuvvieuiirieiieee e 49
3. RESULTADOS E DISCUSSAO.......c.ccooviieieeieeee e, 51
3.1. Variabilidade genética, potencial da populacdo e qualidade do

EXPEIIMENTO. .. e ettt ettt e e e e r e e e e e 51
3.2. ParaGmetros genetiCOS. .....ccuuiirniiiiieeiii e 59
3.3. Coeficientes de correlacdo entre caracteres............occvvvvviennnnns 62
3.4. Interacao gendtipo X ambiente............ovvvieiiieiiiii e 67
3.5. Natureza da interaCao G X A.....c..cveuieerieeieeeii e e e e eeneeeens 76
3.6. GANhOS POI SEIEGAD. .....uiiiii i eeie e 84
4. CONCLUSOES......cooiiiiiririiteteiee st 89
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ceoveoeeiieieeeeeees 91

Vi



CAPITULO Il

MAPEAMENTO DE QTLs PARA CARACTERES AGRONOMICOS
RELACIONADOS A TOLERANCIA A SECA EM MILHO

RESUMO ... 100
ABSTRACT e 102
1. INTRODUGAO.......c.ociietieeeteeeeeee e, 103
2. MATERIAL E METODOS.......ccoiiiiieeeeece e, 106
2.1. Extracdo e quantificacdo de DNA gendmico..........ccceevvueeennnnnnn. 106
2.2. Marcadores miCroSSatelites. ..........oveeevierruieeeeeeriiir e 107
2.3. ANAliSE eStatiStICA. . ..vuuiiieriieieei e 108
2.3.1. Teste de SEgregaGAD. .....ccuuureierueeeerieeeeeiieeeeai e eeta e eenaeeeeans 109
2.3.2. Mapeamento gENELICO........uuviuueeereeeieeei e et e e e e eeae e eaneeaneees 109
2.3.2.1. Estimacao da porcentagem de recombinacao...................... 109
2.3.2.2. Ordenamento de gENES........ceeuuiiriiiriiineeeir e e eeenns 110
2.3.3. Analise de associacao entre marcador € 0 QTL.........cceeevnvnene. 111
2.3.3.1. Método da marca Simples..........cccevvuiiiiiiiiiiieeie e 111
2.3.3.2. Método de intervalo Simples........ccccciiiiiiiiiiiciiee e, 111
3. RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccoverieeeeeeeeeeree e, 115
3.1. Teste de segregacado dos MarcCadoresS........c.eeveveeeeenreenreeneenneens 115

3.2. Andlise de associacao entre marcador e QTL pelo método da
g P T or= TS 14T 0] L= 123

3.3. Regides gendmicas de coincidéncia para os diferentes

(o T (o3 (=] (L TSP OPP PRSPPI 128
3.4. Deteccdo de QTL pelo método de intervalo simples.................. 131
4, CONCLUSOES........covieeeeeeeeeeeeee e 141
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......coovviiiviieeeiiieee, 142

viii



RESUMO

TOME, Livia Gracielle Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, julho de 2009. Anélises biométricas e mapeamento de
QTLs para tolerancia a seca em milho. Orientador: Cosme Damiéo
Cruz. Coorientadores: Claudia Teixeira Guimardes e Pedro
Crescéncio Souza Carneiro.

Um dos grandes objetivos do melhoramento de culturas € o
aumento da produtividade agricola associado a melhoria para o
consumo humano ou animal. Esses objetivos podem ser alcancados
por meio de melhorias nas condi¢des ambientais ou por melhoria no
potencial genético das popula¢des. Nos ultimos tempos, muito tem
sido discutido a respeito do aquecimento global, mudancas
climaticas, sobre o cenério agricola frente a estas alteracbes e a
contribuicdo do melhoramento genético na atenuagao dos problemas
advindo do aquecimento global. A seca € um dos maiores estresses
ambientais que limitam o crescimento de plantas e,
consequentemente, o rendimento das culturas. As plantas
respondem ao déficit hidrico e se adaptam as condi¢des de seca por
meio de varias alteracbes fisiologicas e bioquimicas, incluindo
modificacdes fenoldgicas. Entretanto, no milho, as perdas na
producdo de graos séo severas quando a cultura esta sob condi¢do
de estresse hidrico, sendo este um dos principais fatores limitantes.
O milho é particularmente sensivel ao estresse hidrico na fase
reprodutiva. Os programas de melhoramento de milho, nacionais e

internacionais, tém considerado o estudo simultaneo de (i) analises
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biométricas de caracteres relacionados a seca e correlacionados a
producdo de grdos e (i) ao uso da tecnologia de marcadores
moleculares para deteccdo de QTLs, que sdo a identificacdo de
regides gendmicas responsaveis por induzir a tolerancia a seca.
Ambos os estudos possibilitam aos geneticistas o entendimento da
heranca do carater tolerdncia a seca. As investigacbes genéticas
indicam que a maioria dos caracteres relacionados ao estresse
abidtico é de heranca complexa, controlados por varios genes e
altamente influenciados pela variacdo ambiental. O presente
trabalho teve como objetivos abordar estes dois tipos de andlises
para o estudo de uma populagédo F,.; de milho desenvolvida pela
Embrapa/Milho e sorgo. Os experimentos instalados nos anos de
2006 e 2007 permitiram realizar inferéncias precisas para fins de
melhoramento e para o mapeamento de QTLs. Ambos apresentaram
variabilidade genética para as caracteristicas de interesse,
predizendo o sucesso de futuros estudos e uma possivel utilizacao
em programas de melhoramento. A interacdo genotipos x ambientes
foi, predominantemente, complexa, mostrou a necessidade da
conducdo e avaliagdo das populacdes segregantes nos diferentes
anos da cultura do milho, bem como no ambiente com estresse
hidrico. Os maiores ganhos com a selecao indireta para producéo de
grdaos € através da caracteristica prolificidade. Entretanto, os
maiores ganhos diretos para producdo de graos, no ambiente de
seca sdo realizados com base no desempenho médio dos genaétipos.
Da anadlise de deteccdo de QTLs, foi gerado um mapa de ligacéo
com 82 marcadores microssatélites, cobrindo 825,03 cM do genoma
do milho, com um marcador em média a cada 20 cM. Foram
mapeados 45 QTLs pela metodologia de intervalo simples: seis para
intervalo entre florescimentos, treze para altura de plantas, seis para
producao de graos, dez para folhas mortas, cinco para prolificidade e

cinco para producdo relativa.



ABSTRACT

TOME, Livia Gracielle Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, july, 2009. Biometric analysis and mapping of QTLs for
drought tolerance in maize. Advisor: Cosme Damido Cruz.
Coadvisors: Claudia Teixeira Guimaraes and Pedro Crescéncio
Souza Carneiro.

One of the major goals of crop improvement is the increase in
agricultural productivity associated with the improvement for the
consumption in human or animal feeding. These goals can be
achieved through improvements in environmental conditions or by
improving the genetic potential of populations. Recently, much has
been discussed about global warming, climate change on the
agricultural scenario in the face of these changes and the
contribution of genetic improvement in mitigating the problems
arising from global warming. Drought is a major environmental
stresses that limit plant growth and consequently crop yields. Plants
respond to water deficit and adapt to drought conditions through a
variety of physiological and biochemical changes, including
phenological changes. However, the losses in grain production in
maize are severe when the crop is under water stress condition,
which is one of the main limiting factors. Maize is particularly
sensitive to water stress during the reproductive phase. National and
international maize breeding programs, have considered the
simultaneous study of (i) biometric analysis of traits related to

drought and their correlation with grain yield and (ii) the use of
Xi



molecular markers technology for detection of QTLs, which are the
identification of genomic regions responsible for inducing tolerance to
drought. Both studies make it possible for geneticists understand the
inheritance of the tolerance to drought. The genetic investigations
indicate that most of the traits related to abiotic stress have complex
inheritance, controlled by several genes and highly influenced by
environmental variation. This study aimed to address these two types
of analysis for the study of an F,.3 maize population developed by
Embrapa / Maize and Sorghum. The experiments conducted during
2006 and 2007 allowed us to estimate accurate inferences for both
improvement and QTL mapping. Both approaches showed genetic
variability for characteristics of interest, predicting the success of
future studies and possible use in breeding programs. The genotype
X environment interaction was predominantly complex, showed the
need for the conduct and evaluation of segregating populations in
different maize seasons (years) and in the water stress environment.
The major gains with indirect selection for grain production are
achieved in the prolificacy trait. However, the largest direct gains for
grain production, in the water stress environment, are achieved
based on the average performance of the genotypes. The QTL
detection analysis allowed the generation of a linkage map with 82
microsatellite markers, covering 825.03 cM of the maize genome,
with an average of one marker every 20 cM. Forty and five QTLs
were mapped by the simple interval methodology: anthesis silking
interval (six), plant height (thirteen), yield (six), leaf senescence (ten),

prolificacy (five), and relative production (five).
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho, com
participagdo média de 6% na oferta mundial. A cultura do milho é
extremamente importante para a agricultura brasileira do ponto de vista
social e econbmico, uma vez que se destaca como produto de
subsisténcia e suporte as cadeias produtivas industriais do leite e da
carne de aves e suinos (CONAB, 2009).

A estimativa da safra de milho em dezembro de 2008 foi de 52,17
milhdes de toneladas, mas, de acordo com a AgraFNP, devido as altas
temperaturas ambientais a previsao caiu para 48,4 milhdes de toneladas
(CONAB, 2009). Na maioria das areas cultivadas com milho no mundo, a
ocorréncia de seca ou periodos de estresse hidrico é fator causador de
substanciais perdas na produtividade da cultura.

O déficit hidrico em algumas regides tropicais € responsavel pela
reducao da produtividade da cultura que pode resultar em perdas de 10 a
50% (EDMEADES et al., 1999). A seca é 0 estresse abidtico que mais
afeta a produtividade de culturas, por limitar o crescimento de plantas e a
produtividade das lavouras. O sucesso para o aumento da produtividade
agricola em ambientes estressantes depende do melhoramento genético
e de préticas culturais, que devem ser empregados simultaneamente. O
progresso do melhoramento para a tolerdncia ao estresse hidrico
depende do entendimento das bases genéticas para o carater (WAHID et
al. 2007).



Os esforcos com o melhoramento de estresses abibticos, como a
seca, sempre foram amplos, porém, dificultados devido a caracteristica
ser de heranga quantitativa e ao conhecimento, restrito das regides
gendmicas e/ou genes que controlam a tolerancia a seca. A producao de
graos € o carater de maior importancia nos programas de melhoramento
de milho. Os melhoristas atribuem certa atencao para a selecao visando
ao aumento na producdo de grdos, sob estresse hidrico, devido a
existéncia de alta proporcdo da variancia ambiental em relacdo a
variancia genética (RIBAUT et al. 2002; TUBEROSA & SALVI, 2006).

Relatos apontam que os principais caracteres a serem considerados
em programas de melhoramento visando tolerdncia a seca sao:
prolificidade (nimero de espigas por planta), intervalo entre
florescimentos masculino e feminino, numero de ramificacdes do pendao
e senescéncia retardada das folhas e colmos (“stay-green”). Esses
caracteres sdo de herdabilidade elevada, correlacionados com a
producdo de gréos e passiveis de serem avaliados fenotipicamente em
larga escala (RIBAUT et al., 1996; AGRAMA & MOUSSA, 1996;
BANZINGER et al., 2000; KAMARA et al., 2003).

Considerando o fato de a caracteristica tolerancia a seca ser de
heranca complexa, é de grande importancia a utilizacdo de estratégias
moleculares para a identificacdo de regides genémicas associadas a este
carater. Uma estratégia para buscar regides genémicas que contenham
genes envolvidos no controle de caracteres é o mapeamento genético. O
mapeamento de QTLs é a identificacdo de regibes gendmicas
responsaveis pela expresséo de caracteres gquantitativos. Os marcadores
ligados aos QTLs podem ser utilizados em selecdo gendmica ou como
guias visando a clonagem posicional dos genes. O mapeamento de QTLs
para producdo de graos e seus componentes em milho tem grande
importancia para o esclarecimento da heranca desses caracteres
(AGRAMA & MOUSSA, 1996; AUSTIN et al., 2001).

A selecdo de gendtipos que apresentam bons desempenhos em
varios ambientes, podendo ser estes em condi¢cdes de estresse ou em
condicOes favoraveis é pratica dos programas de melhoramento. Desta
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forma, a identificacdo de QTLs que demonstram consisténcia na
expressdo ao longo de varios ambientes, mesmo em ambientes adversos
tem sido de grande interesse para os melhoristas, a fim de praticar a
selecéo assistida por marcadores.

Nos ultimos anos, analises QTL contribuiram significativamente com
a identificacdo de regides, no cromossomo, controladoras de alteragdes
fisiol6gicas e morfolégicas dos vegetais, observadas quando estes estao
sob condicdes limitadas de agua (Cattivelli et al., 2008).

Baseado no exposto, os objetivos deste trabalho foram avaliar o
potencial e a variabilidade genética de uma populacdo F,.3 de milho sob
estresse hidrico, estimar os parametros genéticos, identificar a natureza
da interacdo gendtipo x ambiente e predizer os ganhos genéticos com a
selecédo para o carater producao de graos e detectar QTLs responsaveis
para os caracteres intervalo entre florescimentos, producdo de graos,

folhas mortas, altura de plantas, prolificidade e producéo relativa.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Centro de origem e classificacao botanica

O milho é uma graminea, taxonomicamente classificada como Zea
mays L. spp. mays. Familia Poaceae, tribo Maydeae, género Zea e
espécie mays (Zea mays L.). A tribo Maydeae caracteriza-se por
monoecismo, isto é, as flores s@o unissexuadas, geralmente em
inflorescéncias masculinas e femininas, separadas na mesma planta. O
género americano Zea compreende o milho e o teosinto, ambos com 2n =
2x = 20 cromossomos.

Milho (Zea mays), teosinto (Euchlaena mexicana, Zea mexicana ou
Zea mays spp. Mexicana) e tripsacum (Tripsacum spp.) Sdo 0s trés
membros da tribo Maydeae do Novo Mundo. Trés hipéteses correntes tém
sido discutidas sobre a origem dos membros americanos de Maydeae.
Uma delas, proposta por Weatherwax, em 1954, é que milho, teosinto e
Tripsacum sdo descendentes de um ancestral comum, hoje extinto. A
segunda hipotese defendida por Longley (BEADLE, 1977, 1978) e Galinat
(1973, 1977) é que o milho é derivado do teosinto. Em contrapartida, a
terceira hipbtese defendida por Mangelsdorf, em 1974, sugere que o
teosinto é origindrio do cruzamento entre milho e Tripsacum. As
evidéncias indicam que a segunda hipotese € a mais plausivel, pois, tanto
o milho como o teosinto possuem n=10 cromossomos, sdo homdélogos,
cruzando-se facilmente e resultando descendentes férteis, 0s quais, nas

geracdes seguintes, geram filhos semelhantes ao milho e teosinto com
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diferencas génicas relativamente pequenas (PATERNIANI e CAMPOS,
1999).

O conhecimento acerca da evolugdo e domesticagdao do milho,
entretanto, € maior em relacdo aos outros dois membros da tribo
Maydeae. Amostras de poélen identificadas como sendo de milho, teosinto
ou seu ancestral comum datam de 60.000 a 80.000 anos e foram
coletadas no México em meados de 1950 (GOODMAN, 1986).

Na América do Sul, evidéncias arqueoldgicas sobre domesticacéo
séo relativamente mais escassas e limitadas as areas frias do Peru. Os
materiais primitivos datam de 1000 a.C. (GOODMAN, 1986).

2.2. Aspectos gerais do carater tolerancia a seca

A seca pode ser definida como a auséncia de chuvas ou de irrigacao
por um periodo de tempo suficiente para esgotar a umidade do solo, e
prejudicar as plantas (WAHID et al., 2007).

O estresse hidrico ocorre quando a perda de agua pela planta
excede a capacidade de raizes absorverem agua do solo, por tempo
suficiente para causar danos irreversiveis a planta, quando o contetdo de
dgua do solo € insuficiente para suprir 0 seu crescimento,
desenvolvimento e atividade fotossintética. Ocorre quando a
disponibilidade de agua no solo é reduzida e as condi¢cdes atmosféricas
causam continua perda de agua por evaporagdo ou transpiracdo. Este
tipo de estresse é acentuado por sua duracdo e pela baixa disponibilidade
de agua no solo (JALEEL et al., 2007).

A tolerancia a seca € geralmente definida como a habilidade do
vegetal de crescer e se reproduzir sob condi¢Bes limitadas de agua, a
altas temperaturas (PEET & WILLITS, 1998; WAHID et al., 2007).

As respostas das plantas ao déficit hidrico variam dependendo da
espécie e gendtipo estudado, da duracdo e intensidade do estresse.
Estas respostas incluem alterag6es no crescimento da planta, acumulo de
solutos, mudancgas no metabolismo de carbono e nitrogénio e alteracdes
na expressao génica (MULLET & WHITSITT,1996).
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As plantas que crescem em solos arenosos com baixa capacidade
de retencdo de 4gua sdo mais suscetiveis a estresse hidrico do que
plantas que crescem em solos argilosos. Um sistema radicular limitado ira
acelerar o estressse. Sistema radicular limitado € aquele que cresce em
ambientes concorrentes ou em solos compactados. Plantas com uma
grande massa de folhas em relagcdo ao sistema radicular sédo propensas
ao estresse hidrico, pois as folhas podem perder agua mais rapidamente
do que o fornecimento radicular.

A seca é um estresse ambiental de forte impacto na agricultura
mundial, e o aumento da producdo de grdos sob estresse hidrico € um
dos principais objetivos do melhoramento de plantas. Embora pesquisas
tenham fornecido algum entendimento das respostas fisioldgicas e
moleculares das plantas ao déficit hidrico, existe ainda uma grande
lacuna entre a producédo 6tima e as condicdes de estresse (VINOCUR &
ALTMAN, 2005; WAHID et al., 2007).

Grant et al. (1989) e Bolafios & Edmeades (1993a,b) mostraram que,
quando o periodo de veranico ocorre durante o florescimento, as perdas
na producdo de grdos podem ultrapassar 50%. As perdas resultam na
reducdo do numero de sementes por plantas, devido a inibicdo do
florescimento, falhas na fertilizagdo e o aborto de embrides (HALL et al.,
1982; WESTGATE & BOYER, 1986).

A tolerancia ao estresse hidrico tem sido avaliada por meio de
diversos fatores, como profundidade e volume de raizes, espessura da
cuticula, precocidade e sincronismo no intervalo entre o florescimento
masculino e feminino (IFMF), enrolamento e senescéncia foliar
(BANZIGER et al., 2000).

O florescimento do milho é inibido pelo déficit hidrico, causando
falhas na fertilizacdo e aborto de embrides (HALL et al., 1982;
WESTGATE & BOYER, 1986). Nesta cultura, o periodo compreendido
entre a emergéncia dos estilos-estigmas e a extrusao de anteras com a
consequente liberacdo de graos de pdlen € denominado IFMF — intervalo
entre florescimentos masculino e feminino (DUPLEISS & DIJKHUIS, 1967;
BOLANOS & EDMEADES, 1996). O IFMF é considerado um eficaz
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indicador fenotipico de tolerancia ao déficit hidrico, e vem sendo utilizado
em programas de melhoramento, que visam a aumentar a estabilidade na
producdo de grdos sob condicdes de seca (DURAES et al., 1997). Baixo
valor de IFMF indica sincronismo no florescimento, que traduz uma
adaptacdo ao estresse e estd associado ao rendimento de grdos sob
condi¢cdes adversas. Reduzido IFMF é consequéncia de maior potencial
hidrico da planta durante o florescimento. Neste contexto, o IFMF pode
ser considerado uma caracteristica de diagndstico no processo de
desenvolvimento de cultivares (BOLANOS & EDMEADES, 1993a).

O progresso para 0 aumento na producao e a estabilidade da cultura
sob as condi¢des de estresse hidrico através da selecao direta tém sido
dificultados pela ampla interacdo gendtipo x ambiente (BLUM, 1988;
CECCARELLI & GRANDO, 1996). Como alternativa a selecéo direta para
producao de gréos sob condicfes de seca, a utilizacdo de caracteristicas
morfo-fisiologicas que apresentam alta correlagdo genética com a
producdo tem sido exploradas nos programas de selecdo que levam em

consideracao o trabalho de fisiologistas e melhorista (BLUM, 1988).

2.3. Aspectos celulares e moleculares relacionados ao estresse

hidrico

Consideraveis esforcos foram feitos para investigar a relacéo entre a
variacdo genética nas caracteristicas morfo-fisioldgicas e a adaptacao de
culturas as condicbes de seca (BLUM, 1988; LUDLOW & MUCHOW,
1990). Mais recentemente, este grande desafio tem sido enfatizado, nos
estudos, pelos efeitos da seca em nivel celular e molecular.

Enquanto mecanismos naturais tém favorecido a adaptacéo e a
sobrevivéncia de alguns tipos de plantas, estudos tém fornecido
significativo ganho no entendimento de respostas fisioldgicas e
moleculares de plantas a défict hidrico, mas uma melhor compreenséao
destas respostas ainda € necessaria para o aumento na produtividade
(CATTIVELLI et al, 2008). As plantas mostram diferengas na
sensibilidade ao estresse hidrico nos diferentes estadios do seu
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desenvolvimento. A complexidade dos mecanismos de tolerancia a seca
explica o lento progresso no aumento da produtividade em ambientes
propensos a essa condicdo (TUBEROSA & SALVI, 2006).

Estudos fisiologicos tém identificado caracteristicas associadas a
adaptabilidade do vegetal a ambientes de seca que desencadeiam
reducdo no rendimento em producdo. Entre essas caracteristicas, podem
ser citadas: pequeno porte da planta, reducdo da area foliar, maturidade
precoce, reducdo nas taxas de assimilacdo de CO, e prolongado
fechamento do estdbmato (KARAMANOS & PAPATHEOHARI, 1999).
Devido as variacdes no conteudo de agua dos tecidos, algumas vias de
sinalizacdo fisiologica s&@o ativadas em decorréncia das alteracdes
ambientais. Outras vias séo ativadas por hormoénios das plantas que
sinalizam alteracdes hidricas (CHAVES et al., 2003).

A primeira resposta fisiolégica das plantas aos estresses ambientais
€ 0 ajuste osmoético que contribui para a tolerancia ao estresse. O ajuste
osmotico € um mecanismo que possibilita as plantas manter a absorcao
de agua e a pressao de turgor, contribuindo para sustentar alta taxa
fotossintética e expansdo do crescimento. O mecanismo de ajuste
osmotico é importante para evitar a diminuicdo do potencial hidrico
celular, mediante a biossintese de solutos intracelulares, que possuem
baixo peso molecular, se acumulam em altas quantidades no vacuolo ou
no citosol e mantém a turgidez e o volume celular para preservar a
integridade de compostos e estruturas celulares fundamentais para o
adequado metabolismo vegetal (ABDUL JALEEL et al.,, 2007). Um
exemplo é o aminoacido prolina que se acumula nas células e tem funcéao
osmoprotetora (GIANNAKOULA et al., 2008). Isto previne a desnaturacao
de proteinas, preserva a estrutura de enzimas e protege as membranas
dos efeitos deletérios causados pelas espécies reativas de oxigénio
(SHARMA & DUBLEY, 2005) e age como tampdao para regular o potencial
redox celular (ASHRAF & FOOLAD, 2007). O acumulo de prolina é
considerado importante parametro de selecdo de plantas tolerantes aos
estresses (MANIVANNAN et al., 2007).



Uma analise comparativa de muitos estudos dedicados ao ajuste
osmoético tem sugerido que o ajuste ndo pode ser considerado igualmente
atii em todas as culturas e/ou condicbes de seca, mas que uma
associacado positiva entre produtividade e ajuste osmotico pode ser
encontrada sob estresse severo em que a produtividade tende a ser baixa
(SERRAJ & SINCLAIR, 2002). Também alteracdes na estrutura da
membrana celular promovem mudancas em canais de transporte ativados
por pressdo, modifica a conformacdo ou a justaposicdo de proteinas
sensoriais, integrais das membranas celulares e altera a continuidade
entre a parede e a membrana celular (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2000). Mudangcas no potencial osmético podem ser uma
resposta ao estresse hidrico em nivel molecular (BRAY, 1993). A
percepcdo do déficit hidrico celular precisa ser traduzida em compostos
bioquimicos e metabdlitos, gerando uma consequente resposta fisiologica
ao estresse (INGRAM & BARTELS, 1996).

Embora sejam razoavelmente bem conhecidos os efeitos gerais da
seca no crescimento das plantas, os efeitos primarios do déficit hidrico em
niveis bioquimicos e moleculares precisam ser mais bem entendidos
(ZHU, 2002; CHAVES et al, 2003; YAMAGUCHI-SHINOZAKI &
SHINOZAKI, 2005). O déficit hidrico em plantas inicia-se a partir de uma
complexa via de respostas, comecando com a percep¢ao do estresse, 0
gue desencadeia uma cascata de eventos moleculares, sendo finalizada
em varios niveis de respostas fisiolégicas, metabdlicas e de
desenvolvimento, que auxiliam os vegetais a se adaptar as condi¢cdes
adversas (BRAY, 1993). O conhecimento dessas respostas € essencial
para elucidar os mecanismos de resisténcia nas plantas cujas respostas
variam com a severidade e duracdo do estresse (REDDY et al., 2004,
JALEEL et al., 2006). Os produtos génicos induzidos por estresse podem
ser classificados como: (i) aqueles que protegem diretamente contra
estresses, (ii) aqueles que regulam a expressao de genes e a transducao
de sinais em resposta ao estresse, (iii) 0s que sao espressos em funcéo
do estresse e (iv) 0s que tém a sua expressdo aumentada devido ao
estresse. O primeiro grupo inclui proteinas como chaperonas e proteinas
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detoxificadoras, que provavelmente funcionam como protetores celulares
contra desidratagdo. O segundo grupo € constituido de proteinas
regulatérias, como fatores transcricionais que regulam a expressao de
genes responsivos a estresses, além de proteinas quinases e fosfatases
gue regulam transducéo de sinais (HASEGAWA et al., 2000; SHINOZAKI
& YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000).

Andlises gendmicas e moleculares tém facilitado a deteccdo e
posicionamento de genes e capacitado a engenharia genética a usar
varios genes regulatérios ou funcionais para investigar vias relacionadas a

toleréncia a seca em plantas (UMEZAWA et al., 2006).

2.4. Mapeamento genético

O mapeamento de QTL (“Quantitative Trait Loci”) € uma estratégia
que torna possivel a dissec¢do genética de caracteristicas complexas, tal
como a tolerdncia ao estresse hidrico. O termo QTL foi criado por
GELDERMANN (1975) e se baseia no principio da existéncia de locos de
maior importancia relacionados com a expressdo de determinada
caracteristica métrica. Estratégias utilizadas para deteccdo e
caracterizagdo dos QTLs dependem principalmente: da populagao
avaliada, do numero de individuos genotipados e da técnica de marcador
molecular empregada. Além destas trés caracteristicas, destacam-se
também as caracteristicas do proprio QTL, tais como: seu efeito na
expressdo da caracteristica, a precisdo experimental para a sua
avaliacdo, a herdabilidade da caracteristica avaliada e os efeitos de
dominancia.

A maioria das caracteristicas de importancia agronémica, tais como
a producdo de grdos e a tolerdncia aos estresses abidticos, sao de
heranca complexa e regulada por varios genes. O mapeamento genético
tem fornecido novas oportunidades e estratégias para a disseccdo de
genes de efeito maior e caracteristicas controladas por locos
quantitativos. Dekkers & Hospital (2002) relatam que o uso da informagao
molecular para o melhoramento genético sera mais efetivo quando o
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esboco génico da caracteristica quantitativa for completamente claro. Os
locos de caracteristicas quantitativas, em geral, tém baixa herdabilidade e
pequeno efeito individual. Desta forma, os experimentos de campo
apresentam varias repeticbes a fim de caracterizar com acuracia 0s

efeitos dos QTLs e avaliar sua estabilidade ao longo dos ambientes.

2.4.1. Deteccédo de QTLs relacionados ao florescimento

Estudos sobre a natureza genética e o numero de genes afetando
caracteres relacionados ao florescimento em milho tém sido
frequentemente reportados na literatura.

Ragot et al. (1995), utilizando mapeamento por intervalo, mapearam
dois QTLs para o florescimento feminino (FF) nos cromossomos 1 e 9,
explicando respectivamente, 4,5 e 11,2% da variacdo fenotipica para o
carater. Rebai et al. (1997) mapearam progénies F3; e de testcross. Nas
progénies F; foram detectados seis QTLs nos cromossomos 1, 3,4, 7,8 e
10. Nos testcrosses foram mapeados 10 QTLs, dois no cromossomo 3 e
um em cada um dos cromossomos 1, 2, 4, 5 7, 8 9 e 10.
Individualmente, cada QTL explicou entre 2,6 e 12,3% da variacao
fenotipica total. Cinco dos 10 QTLs mostraram interacdo QTL x Ambientes
significativa. A acéo génica aditiva predominou na maioria dos QTLSs.

Ribaut et al. (1996) se propuseram a identificar regides
cromossOmicas responsaveis por caracteres morfoloégicos em milho sob
condicdes de estresse hidrico. Os experimentos foram conduzidos em
diferentes regimes de agua: irrigado, estresse intermediario e estresse
severo. Para os caracteres relacionados ao florescimento, foram
mapeados QTLs em todos 0s cromossomos, exceto N0 cromossomo 7. A
variagdo fenotipica explicada por cada QTL individualmente variou de 5 a
13%, 4,6 a 15,1% e de 4,4 a 15,2% para o intervalo entre florescimentos
(IFMF), nas trés condicBes impostas, respectivamente. QTLs estaveis
para diferentes condicbes de umidade foram detectados nos
cromossomos 1, 4 e 9 para o florescimento masculino (FM); para o
florescimento feminino (FF), foram detectados QTLS no cromossomo um
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(2 QTLSs); um QTL no cromossomo 9. Estes autores detectaram QTLsS
para o carater intervalo entre florescimentos masculino e feminino (IFMF)
nos cromossomos 1, 2 e 6. Os IFMF e FF apresentaram QTLs comuns
nos cromossomos 1, 2, 5 e 8. Os caracteres IFMF e FM pouco
correlacionados s6 apresentaram um QTL comum no cromossomo 2, e
sob SS dois QTLs ligados no cromossomo 8 foram detectados. Segundo
estes autores, foram detectados, em seus trabalhos anteriores, QTLs
responsaveis por FF e FM em todos os 10 cromossomos do milho com
maior consisténcia para os cromossomos 1, 3,4, 8e 9 (FM)e 1,8¢e 9
(FF).

Khairallah et al. (1998) utilizaram mapeamento por intervalo
composto expandido para multiplos ambientes e uma populagdo com 472
progénies F,.; para mapear QTLs relacionados ao florescimento. Para FF,
foram mapeados dois QTLs em cada um dos cromossomos 1,2, 5e 9, e
um QTL em cada um dos cromossomos 3, 4, 6, 7 e 10. A variancia
fenotipica explicada por cada QTL variou de 0,9 a 7,9%. No total, os QTLs
explicaram 49,6% dessa variacdo. Apenas trés QTLs ndo apresentaram
interacdo significativa com o ambiente. QTLs para IFMF foram mapeados
nos cromossomos 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10. A acao génica foi principalmente
de dominancia parcial, sendo observada em 7 dos nove QTLs mapeados.
A variancia fenotipica explicada por cada QTL individualmente variou de
3,1% a 12,4%. No total, os QTLs explicaram 30% da variacéo fenotipica.
Apenas trés QTLs apresentaram interacéo significativa com o ambiente, o
que reforca os resultados obtidos por Ribaut et al. (1996), que também
observaram menor nimero de QTLs com interacdo QTL X Ambientes
significativa para IFMF em comparacdo com outros caracteres. O QTL
para IFMF no cromossomo 6 foi correspondente ao detectado por
RIBAUT et al. (1996). A analise de QTLs para os dados de florescimento
masculino mostrou que a maioria dos QTLsS se encontra em comum com
os detectados para o florescimento feminino. Trés QTLs para FF e IFMF
foram mapeados nos mesmos bins.

Jiang et al. (1999), avaliando 307 progénies F, mapearam QTLs pela
metodologia de intervalo composto para os caracteres relacionados a
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producdo em milho tropical. Foram observados QTLs relacionados ao
florescimento em quase todos os cromossomos. Foram mapeados QTLs
relacionados ao florescimento nos cromossomos 1 (FM, FF e IFMF), 2
(IF), 4 (FM e IF), 5 (FM e FF), 7 (FM, FF e IFMF), 8 (dois para FM e um
para FF e IF), 9 (FM, FF e IFM) e 10 (FM, FF e IF). A proporcao da
variancia fenotipica explicada por cada QTL individualmente variou, em
média, de 1,5% a 12,4%, 2,6% a 9,6% e 2,0% a 9,4% para FM, FF e
IFMF, respectivamente. No total, os QTLs explicaram 45,3; 38 e 35% da
variancia fenotipica para os caracteres FM, FF e IFMF, respectivamente.

Sari-gorla et al. (1999) mapearam QTLs para os caracteres FF, FM e
IFMF de experimento conduzido sob duas condic¢des: irrigado e nao
irrigado. Os autores avaliaram 142 progénies de linhagens endogamicas
recombinantes (RIL) derivadas das linhagens B73 e H99. Neste trabalho,
foram analisados 153 locos por marcadores microssatélites e RFLP. Sob
condicbes ideais, foram mapeados cinco QTLs para FM nos
cromossomos 1 (1 QTL), 2 (2 QTLs), 7 (1 QTL) e 8 (1 QTL). Todos os
QTLs foram expressos sob estresse a excecdo de um QTL no
cromossomo 2. Sob a condicdo de estresse hidrico, os QTLs explicaram
4,7% (cromossomo 1), 9,1% (cromossomo 2), 13% (cromossomo 7) e
54% (cromossomo 8) da variacdo fenotipica. Para o florescimento
feminino, dois QTLs foram mapeados nos cromossomos 7 e 9, apenas na
condicdo de estresse explicando 7,5 e 6,2%, da variacao fenotipica. Para
IFMF, houve grande diferengca no mapeamento de QTLs entre os dois
niveis de umidade. Em condi¢des ideais, foram mapeados QTLs nos
cromossomos 1 (1 QTL), 5,1%; 2 (1 QTL), 6,1%; 7 (2 QTLs, 5,8 e 7,8%), 8
(2 QTLs, 4,4 e 59%) e 9 (1 QTL, 4,9%). Sob estresse, um QTL foi
mapeado em cada um dos cromossomos: 5 (9,4%), 7 (7,6%) e 9 (6,4%),
nenhum deles apresentando posicéo coincidente com aqueles mapeados
em condic¢do irrigada.

Tuberosa et al. (2002), em sua revisdo, relataram resultados de
mapeamento de QTLs para IFMF proveniente de sete estudos distintos.
Os trabalhos mostraram que QTLs para IFMF tém sido mapeados em
todos os cromossomos do milho.
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Li et al. (2003) detectaram sob condicfes de irrigacdo trés QTLsS
para IFMF nos cromossomos 1, 2 e 3, explicando 12,9%, 11,4% e 6%,
respectivamente, da variancia fenotipica do carater e com efeitos de
sobredominancia para os dois primeiros e aditividade para o terceiro. Sob
estresse, foram mapeados 2 QTLs nos cromossomos 2 e 5, explicando
6,4 e 7,2%, respectivamente, da variancia fenotipica, ambos
apresentando efeitos de dominancia completa.

Zhang et al. (2005) utilizaram 189 marcadores microssatélites para
mapear QTLs relacionados ao florescimento masculino. Foram mapeados
oito QTLs, distribuidos nos cromossomos 1, 4, 5 (dois QTLS), 8 e 9, sendo
que as posigdes dos QTLs foram a 55,8 cM, 142 cM, 140,9 cM, 175,9 cM,
86,8 cM e 122,9 cM, respectivamente. Dois QTLs foram mapeados
proximos as marcas M097 e MO028, nao ligadas a nenhum grupo de
ligacdo. Dentre todos os QTLs detectados, eles explicaram entre 1% (QTL
ligado & marca M097) a 54% (QTL ligado ao cromossomo 4) da variagcdo
fenotipica.

Chardon et al. (2005) mapearam QTLs em duas populac¢des usando
0 mapeamento por intervalo composto. O mapeamento de QTLs para a
populacao F; x F7 detectou QTLs para FM e FF nos cromossomos 1, 3, 8
e 10. Esses QTLs explicaram entre 7,1% e 14,2% da variacao fenotipica
para o carater, a excecdo daquele mapeado no cromossomo 8 que
explicou 54,6% e 45,2% da variacao fenotipica para os caracteres FM e
FF, respectivamente.

Vargas et al. (2006) objetivaram detectar QTLs em populacéo F,.3 de
milho tropical. O experimento foi conduzido em oito ambientes sob
diferentes condicfes de estresse hidrico e contetdo de nitrogénio no solo.
O trabalho consistiu na fenotipagem de 211 familias F,.3 derivadas das
linhagens Ac7643Ss, tolerantes a seca (pequeno intervalo entre
florescimentos) e Ac7729/TZSRWSs. Foram mapeados 6 QTLs para o
carater intervalo entre florescimentos masculino e feminino (IFMF). QTLs
com efeitos aditivos foram detectados nos cromossomos 1, 2, 6, 8 e 10,
explicando 6,27%, 4,35%, 6,37%, 3,73%, 5,10% da variacao fenotipica,
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respectivamente. Apenas um QTL, no cromossomo 1, apresentou efeito
de dominancia e explicou 3,45%.

Guo et al. (2008) analisaram QTLs para o tempo de florescimento,
em uma populacdo de linhagens endogamicas recombinantes (RIL)
derivadas do cruzamento entre as linhagens 5003 x p138 sob o regime de
estresse hidrico e condi¢do irrigada, durante dois anos (2004 e 2005).
Para o caréater, estes autores detectaram um QTL proximo ao marcador
phi053 bin 3.05, que explica 3,02%. Estes autores também detectaram
outros QTLs para esta caracteristica nos cromossomos 2, 5, 6 e 7, nos
locos marcadores bnlg2248 bin 2.03, bnlgl1346 bin 5.07, bnlg1136 bin
6.07-6.08 e umc1016 bin 7.02.

2.4.2. Deteccdo de QTLs relacionados a senescéncia foliar e

“stay-green”

A senescéncia € o estagio final do crescimento e desenvolvimento
da planta. A senescéncia foliar, fase inerente ao ciclo de vida dos
vegetais, € caracterizada pela mudanca de coloracdo das folhas, que
passam do verde para o amarelo (BUCHANAN-WOLLASTON et al. 2003).
Isto ocorre devido a degradacao da clorofila, que é o principal marcador
bioquimico para a identificacdo da senescéncia em plantas. Este
processo de degradacédo da clorofila estad altamente correlacionado com a
idade das folhas e é visualmente avaliado pelo escore de folhas mortas
(JIANG et al., 2004). Outra forma de mensuracgdo do contetdo de clorofila
€ através de aparelhos de inferéncia de sua concentracdo (PENG et al.,
1995; TOOJINDA et al., 2003).

O estado de senescéncia antes da maturidade da cultura resulta em
declinio da capacidade fotossintética e do potencial de producdo. Mae
(1997) reportou que 80% do nitrogénio sado absorvidos antes do estagio
de florescimento e translocado para 6rgaos vegetativos. A reciclagem de
N, é considerado fator chave na determinagdo da taxa de senescéncia e,
consequentemente, na produtividade (YAMAYA et al., 2002).
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Poucos trabalhos tém sido conduzidos em milho visando mapear
QTLs para o carater senescéncia foliar. Em arroz, Toojinda et al. (2003)
utilizaram trés populagdes: uma com 65 linhagens di-haploides (DH),
outra com 172 linhagens endogamicas recombinantes e uma terceira com
188 progénies F,. A senescéncia foliar foi avaliada em escala de nota
variando de 1 (folhas verdes) a 5 (folhas amarelas ou degradada) ou pela
guantidade de clorofila presente nas folhas. A depender do método de
mapeamento, do método de avaliacdo da senescéncia foliar, do tipo de
populacdo e do ano de avaliacdo, a proporcdo da variacdo fenotipica
explicada por um QTL variou de 1,7 a 72%.

Abdelkhalik et al. (2005) objetivaram detectar QTLs para o carater
senescéncia foliar em duas populacdes de retrocruzamento em arroz. A
senescéncia foliar foi caracterizada pelo conteudo de clorofila. Utilizando
0 mapeamento por intervalo, mapearam quatro QTLsS para senescéncia
foliar. Foram identificados 2 QTLs no cromossomo 9, que explicaram 13,7
e 8,7% da variacdo fenotipica, 5 QTLs no cromossomo 6, que explicaram
de 8 a 10% da variacdo fenotipica e 1 QTL no cromossomo 2, que
explicou 9,5% da variacdo fenotipica.

O termo “stay-green” é aplicado como variante da senescéncia, em
que a senescéncia € atrasada, comparada a um genotipo padrdo de
referéncia (THOMAS & HOWARTH, 2000).

Em programas de melhoramento genético de cereais, 0s genotipos
sdo considerados “stay-green” quando as folhas e colmos permanecem
verdes apdés o enchimento dos grdos. A fotossintese se prolonga
fornecendo carboidratos para colmos, folhas e raizes e,
consequentemente, as plantas apresentam maior tolerancia aos estresses
bidticos e abidticos. Portanto, o carater “stay-green” € considerado um
carater desejavel para a producdo de culturas (TOLLENAR & WU, 1999;
THOMAS & HOWARTH, 2000; HAUSSMANN et al. 2002).

O caréter “stay-green” esta relacionado a retencdo da capacidade
fotossintética e, como consequéncia, ao aumento da producdo apos o
florescimento (GENTINETTA et al. 1986; THOMAS & HORWARTH,
2000). Além disso, esta caracteristica tem demonstrado manutencao do
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aumento da resisténcia a pesticidas (XU et al., 2000). Os gendétipos que
manifestam “stay-green” apresentam maior resisténcia ao acamamento,
pois os carboidratos do colmo extraidos para o enchimento dos gréos sao
repostos, o que reduz o quebramento de colmos e aumenta a resisténcia
as doencas das raizes (DUVICK & CASSMAN, 1999). O caréter “stay-
green” é muito considerado em forrageiras por ser associado ao alto
contetdo nutritivo na alimentagdo de ruminantes (DUNCAN, 1984). Desta
forma, o caréater “stay-green” é também importante para o melhoramento
com propoésitos na alimentacdo animal e na mecanizacdo agricola
(SUBUDHI et al., 2000).

Thomas & Howarth (2000) discutem que embora o grau de atraso na
senescéncia, expressdo “stay-green”, varie amplamente devido as
condicbes ambientais, cinco classes deste carater podem ser
distinguidos: (A) a senescéncia do vegetal é iniciada tardiamente, mas
posteriormente segue taxa normal; (B) a planta inicia uma senescéncia
normal, como o esperado, mas posteriormente a senescéncia se torna
lenta; (C) a planta apresenta uma retencdo de clorofila mais ou menos
indefinida, mas a senescéncia ocorre normalmente, mostrada pela
capacidade fotossintética; (D) a planta apresenta uma ilimitada retencéo
da cor mesmo quando da morte celular via congelamento, aquecimento
ou seca; e (E) a planta permanece com a capacidade fotossintética
caracteristica do gendtipo que ndo estd em senescéncia e segue um
padrdo ontogenético normal, com seu absoluto conteddo de pigmentacao.
As duas primeiras classes séo as classes “stay-green” propriamente ditas
e podem ser originarias de alteracdes dos genes envolvidos na regulacao
e iniciacdo da senescéncia. Estes tipos de “stay-green” sdao
caracterizados por manter a taxa fotossintética por um periodo mais
extenso, proporcionando, por consequéncia, certa taxa de producédo da
cultura.

Jiang et al. (2004) utilizaram 190 linhagens DH de arroz e duas
metodologias para medir o carater “stay-green” nessas linhagens: uma
com base na concentracdo de clorofila das folhas e outra com base em
escala de notas variando entre 1 e 5, em que 1 correspondia as plantas
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com folhas secas e 5 com folhas verdes. Considerando dois periodos de
avaliacdo, o numero de QTLs mapeados variou de 4 a 11, e a propor¢ao
da variancia fenotipica total explicada pelos QTLs variou de 8,9 a 21,5%.

Zheng et al. (2009) mapearam uma populacdo F,.3 derivada das
linhagens endogamicas Q319 (manifestava carater “stay-green”) e Mol17
(ndo manifestava o carater). O mapa foi resolvido em 10 grupos de
ligagdo com cobertura de 1431.0 cM em distancia média de 12,44 cM
entre loci vizinhos. Um total de 14 QTLs foi detectado para a
caracteristica “stay-green” sob diferentes intervalos de observacfes apos
o florescimento (% de area verde na folha em 20 40, 50 e 60 dias apés o
florescimento). A identificagcdo dos QTLs foi pela metodologia de intervalo
composto. A contribuicdo dos QTLs para a variacdo fenotipica variou de
540% a 11,49%. Apenas na observacdo aos 40 dias apos o
florescimento, foram detectados 6 QTLs para o “stay-green” nos
cromossomos 1, 2, 3, 5 e 8, sendo 2 QTLs no cromossomo 1 explicando
7,64 e 10,27% da variacao fenotipica. Nos cromossomos 2, 3, 5 e 8 foi
detectado um QTL em cada um, explicando 10,67, 9,67, 5,40 e 7,42% da
variacao fenotipica, respectivamente.

Beavis et al. (1994) reportaram o mapeamento de QTLs para o
carater em progénies F, e testcross. A metodologia empregada para
mapeamento foi o mapeamento por intervalo. Nas progénies F, foram
mapeados trés QTLs nos cromossomos 2, 6 e 9. Nos testcrosses foram
mapeados cinco QTLs, dois no cromossomo 1 e um em cada um dos
cromossomos 6, 8 e 9. A proporcdo da variacao fenotipica explicada
pelos QTLs variou de 6 a 25%.

Em outras culturas, o mapeamento de QTLs para o carater “stay-
green” tem sido reportado. Subudhi, Rosenow & Nguyen (2000) utilizaram
linhagens endogé@micas recombinantes em sorgo. Considerando médias
de sete ambientes, foram mapeados 4 QTLs com pronunciado efeito
aditivo, explicando individualmente entre 9,4 e 29,2% da variacao
fenotipica. Kebede et al. (2001) mapearam nove QTLs influenciando o
carater em populacdo de 125 linhagens endogamicas recombinantes de
sorgo. A proporcdo da variancia fenotipica explicada por um QTL variou
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de 9,9 a 22,6%, sendo que a maioria dos QTLs explicou entre 10% e 15%
da variacdo fenotipica total. Em apenas um ambiente, um dos QTLs
explicou 22,6% da variancia fenotipica. Este QTL foi consistente, sendo
identificado em quatro dos cinco ambientes em que o carater foi avaliado.
Em média, para cada ambiente, os QTLs explicaram juntos cerca de 25%
da variancia fenotipica total. Haussman et al. (2002) analisaram o carater
“stay-green” como a porcentagem de area foliar verde aos 15, 30 e 45
dias apos o florescimento em duas populagdes de sorgo. O nimero de
QTLs mapeado variou de 5 a 8. A propor¢cao da variancia genética total
variou de 31,4 a 42,4%. A variancia fenotipica explicada por um QTL

individualmente variou de 4,9 a 26,3%.

2.4.3. Deteccdo de QTLs relacionados a producao de gréos e

prolificidade

O carater producdo de graos (PG) é o principal objetivo dos
trabalhos de melhoramento na cultura do milho e, por isso, estudos
referentes ao mapeamento de QTLs para esse carater e para 0S
componentes de producédo sao relatados com frequéncia na literatura.
Stuber et al. (1992) mapearam QTLs para producdo de graos e
prolificidade em duas populacdes, utilizando mapeamento por intervalo.
Foram mapeados 6 e 8 QTLs para producdo e dois QTLs para
prolificidade em cada uma das populacdes. A variacdo fenotipica
explicada para producdo foi de, aproximadamente, 60% nas duas
populacoes.

Ragot et al. (1995) avaliaram cinco populacdes derivadas do
cruzamento entre material tropical e temperado. Utilizando mapeamento
por intervalo e considerando valores fenotipicos médios, mapearam dois
QTLs para producédo de grdos no cromossomo 3 e um QTL em cada um
dos cromossomos 2, 5 e 6. Para prolificidade, foram mapeados QTLS nos
cromossomos 3 (dois QTLs) e 6. Um QTL para producéo de graos e outro
para prolificidade explicaram 27,4% e 35,3% da variagdo fenotipica,
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respectivamente. Contudo, os autores ressalvaram que estes valores
estariam superestimados.

Ribaut et al. (1997) avaliaram os caracteres producéao, prolificidade e
namero de grdos por parcela sob condicbes normais e de estresse
hidrico. Para analise de QTLs, foi utilizado o mapeamento por intervalo
composto (CIM) por ambiente e também o CIM estendido para varios
ambientes (MCIM). Os QTLs mapeados distribuiram-se na maioria dos
cromossomos para todos os caracteres. O mCIM confirmou a presenca de
alguns QTLs identificados pelo CIM, detectando ainda outros QTLs de
menor efeito. A variancia fenotipica explicada pelos QTLs individualmente
variou de 16,3% a 26,3% para PG, e de 5,8% a 39,8% para prolificidade.
Nas analises por ambiente, foram mapeados diversos QTLs para ambos
os caracteres. Em destaque, foram detectados QTLs para producédo de
graos, sob condicdo de estresse severo (estresse durante o
florescimento) nos cromossomos 1, 4, 6 e 10, estes QTLs explicaram 5%,
5,1%, 8,9 e 10,1% da variacao fenotipica, respectivamente. Para o carater
prolificidade, foi detectado um QTL sob a condicdo de estresse severo no
cromossomo 1, que explicou 5,8% da variacao fenotipica.

Ajmone-Marsan et al. (1996) mapearam QTLs para PG com base no
mapeamento por intervalo, utilizando dois conjuntos de 55 progénies de
testcross proveniente de dois testadores. Dois QTLs foram identificados
com o testador Mo17, no cromossomo 3, e outro no cromossomo 6. Para
o testador Al, as mesmas regides mapeadas para Mol7 mostraram
efeitos significativos, com um QTL adicional no cromossomo 10. Os QTLs
por eles detectados explicaram entre 31,5 e 37,8% da variacdo fenotipica.

Jiang et al. (1999) utilizaram mapeamento por intervalo composto
expandido para multiplos ambientes visando a mapear regides genémicas
responsaveis pela adaptacdo a amplas condicbes de clima. Avaliaram
196 progénies F34 provenientes do cruzamento entre linhagens
selecionadas para alto desempenho em altas ou baixas altitudes. Em
relacdo a producdo de gréos, foram mapeados nos cromossomos 1 (um
QTL), 2 (dois QTLS), 7 (um QTL) e 10 (um QTL). A proporcao da variancia
fenotipica explicada por cada QTL individualmente variou entre 3,8 e
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8,8%. Os efeitos dos QTLs variaram entre dominancia parcial e
sobredominancia. No total, os QTLs explicaram 24,3% da variancia
fenotipica para o carater.

Ajmone-Marsan et al. (2001), utilizando o CIM, mapearam 4 e 5
QTLs para PG em duas populagdes, explicando, respectivamente, 27,2%
e 30,1% da variacdo fenotipica. Em uma das populac¢des, um dos QTLs
mapeados, localizado no intervalo entre 20 e 40 cM no cromossomo 6,
explicou cerca de 12% da variacdo do carater. Tuberosa et al. (2002)
apresentaram uma revisdo com dados referentes ao mapeamento de
QTLs para PG em oito trabalhos distintos. De maneira geral, os dados
mostraram QTLs sendo mapeados em todos os cromossomos do milho,
principalmente no cromossomo 1. Inumeras regides gendmicas
apresentaram QTLs para producéo de grdos, sendo mapeados tanto em
condicBes normais, quanto sob estresse hidrico.

Sibov et al. (2003) mapearam quatro QTLs para PG que explicaram
individualmente entre 5,22% e 11,18% da variancia fenotipica do caréater e
no total 32,73%: dois QTLs apresentaram dominéancia parcial, um QTL
apresentou dominancia completa e outro, acdo génica aditiva.

Lee et al. (2005) avaliaram 184 progénies F3 sob condicdo sem
estresse e sob déficit hidrico. Para o mapeamento de QTLs, foi
empregado 0 mapeamento por intervalo composto. Sob condicdo sem
estresse, foram mapeados quatro QTLs para PG nos cromossomos 3 (2
QTLs), 6 e 7, explicando entre 7,3 e 15,2% da variacéo fenotipica e com
efeitos variando de aditivo até a dominancia completa. Sob condi¢des de
estresse, foram mapeados cinco QTLs nos cromossomos 1, 2, 4 e 8 (2
QTLs) explicando entre 9 a 22% da variacdo fenotipica e com efeitos
variando de aditivo a dominancia parcial.

Para prolificidade e sob condigdo de estresse, dois QTLs foram
mapeados, um em cada um dos cromossomos 3 e 6, explicando juntos
19,9% da variacao fenotipica total com efeito aditivo e de dominéancia
parcial, respectivamente. Sob condicdo de estresse, foram mapeados
quatro QTLs nos cromossomos 3 (2 QTLs), 7 e 10, responsaveis por
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cerca de 60,4% da variacdo fenotipica total. O QTL do cromossomo 10
apresentou dominancia completa, e dos demais, dominancia parcial.

Vargas et al. (2006) detectaram 7 QTLs para o carater producao de
graos. QTLS com efeitos aditivos foram detectados nos cromossomos 1,
3, 4, 8,9 e 10, explicando 7,02%, 3,10%, 3,65%, 1,91%, 3,79% e 4,26%
da variacdo fenotipica, respectivamente. Um QTL no cromossomo 4
apresentou efeito de dominancia e explicou 2,92%.

No entanto, um dos principais entraves no uso das informacgdes
advindas dos estudos de QTLs esta na inconsisténcia e “instabilidade”
desses QTLs nos diferentes estudos, para diferentes populacbes e
ambientes de avaliacdo. A partir do entendimento da complexidade
genética de um carater alvo, o principal foco da analise de QTLs € a
identificacdo de regibes gendmicas apropriadas para serem incluidas em
programas de selecéo assistida por marcadores (SAM). Corriqueiramente,
a maior limitagdo dos programas de SAM ¢é a “instabilidade” da expressao
dos QTLs entre diferentes ambientes e “background” genético (RIBAUT &
HOISINGTON, 1998). Segundo Vargas et al. (2006), o desafio para
programas de SAM ¢é predizer qual gendtipo tem alelos que possam ser
ranqueados como elite e trazer vantagens dessa informacdo genética
existente, a partir de diferentes procedimentos sem a necessidade do
mapeamento de QTLs em novos cruzamentos (atividade que consome
muito tempo e dinheiro). Esse tipo de SAM, baseada em regides
consenso, vem sendo testada no CIMMYT (RIBAUT et al., 2004).

O estudo de caracteres consiste ndo apenas na identificacdo de um
loco génico, mas também das interacdes interlocos e das interacfes gene
X ambiente. Varias evidéncias indicam que a complexidade do contexto
genético possa ser atribuida as epistasias que tém funcdo significativa
para a heterose, para a depressao por endogamia, adaptacéo, isolamento
reprodutivo e especiacao. Bidlogos evolutivos argumentam que o acumulo
e a manutencdo das combinacdes epistaticas favoraveis, que conferem
valor adaptativo ao genoma em ambientes especificos, sdo 0s principais
mecanismos de adaptacdo e evolugcdo de varias espécies vegetais
(ALLARD, 1988).
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CAPITULO |

VARIABILIDADE GENETICA, INTERACAO GENOTIPO X AMBIENTE E
GANHOS POR SELECAO
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RESUMO

TOME, Livia Gracielle Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2009. Analises biométricas e mapeamento de QTLs para
tolerancia a seca em milho. Orientador: Cosme Damido Cruz.
Coorientadores: Claudia Teixeira Guimardes e Pedro Crescéncio Souza
Carneiro.

O aumento da produtividade agricola € uma das metas do
melhoramento genético. A maioria das espécies apresenta grande
diversidade genética, sendo possivel selecionar e recombinar formas
genéticas mais adaptadas, de melhor qualidade e mais eficientes. O
estudo do potencial genético das populagBes contribui para que os
melhoristas possam trabalhar na variabilidade genética existente, nestas
populacdes, visando o aumento da producdo. Neste trabalho, foram
avaliados o potencial e a variabilidade genética de uma populacéo F,.3 de
milho sob estresse hidrico. Objetivou-se estimar os parametros genéticos,
identificar a natureza da interacdo genétipo x ambiente e predizer os
ganhos genéticos com a selecdo para o carater producédo de graos. Os
ensaios foram instalados nos anos agricolas de 2006 e 2007, na Estacao
Experimental da Embrapa Milho e Sorgo, em Janauba, MG. Avaliaram-se
98 progénies F,3, extraidas do cruzamento entre as linhagens
endogamicas L31.2.1.2 (tolerante a seca) e L2.3.2.1 (sensivel a seca), no
delineamento em blocos ao acaso, com trés repeti¢cdes, no ano de 2006,
e quatro ensaios no delineamento em Létice Triplo, 10x10, ano de 2007.
Observou-se existéncia de variabilidade genética para todas as
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caracteristicas avaliadas. O potencial de producéo de graos, com base na
média, foi de 3,8 ton/ha, no ambiente sem estresse e 2,0 ton/ha, no
ambiente com estresse. As correlacbes fenotipicas, genotipicas e
ambientais apresentaram concordancia de sinais para prolificidade, folhas
mortas, altura de espigas, exceto para intervalo entre florescimentos. A
interacdo gendtipos x ambientes foi predominantemente complexa,
mostrou a necessidade da conducdo e avaliagdo das populacdes
segregantes nos diferentes anos de cultivo do milho, bem como no
ambiente com estresse hidrico. Os mais elevados ganhos para producao
de grédos, no ambiente de seca, foram aqueles realizados com base no
desempenho médio dos gendtipos nos dois locais, com e sem estresse e
também e a selecdo com base na familia de desempenho maximo. A
selecdo com base na média de cada familia € uma estratégia interessante
quando ha preocupacdo em garantir o melhoramento de cultivares de
adaptabilidade ampla. J& a selecdo com base na familia de desempenho
maximo para cada ambiente oferece vantagens em relacdo ao valor da
média geral da familia, por permitir avaliar, simultaneamente, a
estabilidade, a adaptabilidade e a capacidade produtiva das familias sob

selecgéao.
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ABSTRACT

TOME, Livia Gracielle Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
july, 2009. Biometric analysis and mapping of QTLs for drought
tolerance in maize. Advisor. Cosme Damido Cruz. Coadvisors: Claudia
Teixeira Guimaraes and Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

The increasing of agricultural yield is one of the genetic improvement
goals. Most species have high genetic diversity, being possible selecting
and recombining genetic forms well adapted, with better quality, and more
efficient. The study of genetic potential of populations contributes for plant
breeders working focused on the existing genetic variability in these
populations, in order to increase the production. In this study, it was
evaluated the potential and the genetic variability of a F,3 maize
population under water stress. The goal of this work was to evaluate
genetic parameters, to identify the nature of genotype X environment
interactions, and to predict the genetic gains along the selection for grain
yield. The experiments were conducted during the 2006 and 2007, the
Experimental Station of Embrapa Maize and Sorghum in Janauba, MG. It
was evaluated 98 progenies F,.3, extracted from the cross between the
inbred L31.2.1.2 (drought tolerant) and L2.3.2.1 (sensitive to drought) in a
randomized block design with three replications in 2006, and four trials in
a randomized triple lattice, 10x10, in 2007. It was observed evidence of
genetic variability for all traits evaluated. The potential yield, based on the

average, was 3.8 ton/ha in the non-stress environment, and 2.0 ton/ha in
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the stress environment. The phenotypic, genetic and environmental
correlations showed agreement in signs for prolificacy, leaf senescence,
ear height, except for the anthesis silking interval. The genotype X
environment interaction was predominantly complex, showed the need for
the conduction and evaluation of maize segregating populations in
different years of cultivation, as well as in the environment with water
stress. The highest indirect gains for grain yield in the stress environment
are those made based on the average performance of the genotypes in
both locations (stress and non-stress) and selection based on the family of
best performance. The selection based on the average of each family is
an interesting strategy when there is concern to ensure the improvement
of cultivars of broad adaptability. Whereas the selection based on best
performance family for each environment offers advantages compared to
the family overall average value, allowing assess simultaneously the

stability, adaptability and capacity of families under selection.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais importantes do Brasil,
estando amplamente distribuido em todo o mundo. E empregado
diretamente na alimentacdo animal, humana e também na industria.
Entretanto, estima-se que de 40 a 70% de sua producdo seja reduzida
devido ao estresse hidrico (CONAB, 2009). Por isso, a busca por
gendtipos mais tolerantes ao déficit hidrico tem sido um dos principais
objetivos dos programas nacionais e internacionais de selecédo e
melhoramento, visando ao aumento de produtividade sob estas condicdes
(HEISEY & EDMEADES, 1999; MONNEVEUX et al., 2006).

Fatores ambientais tém forte influéncia sobre a produgdo de
espécies cultivadas. A seca € um dos principais fatores limitantes para a
producdo de grdos e biomassa na cultura do milho (BOLANOS &
EDMEADES, 1993; TOLLENAAR et al.,, 1992; LIZASO et al., 2003;
BORRAS et al.,, 2007). Durante os Ultimos 60 anos, consideraveis
esforcos tém sido feitos na tentativa de melhorar o desempenho de
materiais cultivados para tolerancia a estresses abidticos como a seca
(JENSEN, 1971; EDMEADES et al, 1992). A seca tem sido
particularmente critica em paises pobres ou em desenvolvimento, onde a
tecnologia na irrigacdo muitas vezes é limitada associada aos baixos
indices pluviométricos (EDMEADES et al., 1997).

O estresse hidrico promove alteracdes morfologicas, fisiologicas e

bioquimicas nas plantas, afetando o seu crescimento e desenvolvimento
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podendo conduzir a uma drastica reducdo nos ganhos em producéo
(WAHID et al.,, 2007). A evolucdo de espécies cultivadas, desde a sua
domesticacdo, tem sido conduzida pela selecdo de caracteristicas
desejaveis, com o objetivo de aumento na produtividade. A selecao direta
para a produtividade de grdos em culturas sob condicbes de estresse
hidrico tem sido dificultada pelo decréscimo da variancia genética e pela
baixa herdabilidade da caracteristica que é de controle poligénico, e da
expressiva interacdo genotipo x ambiente (BLUM, 1988; PIEPHO, 2000).

O milho é particularmente sensivel a seca durante o florescimento
(HERRERO & JOHNSON, 1981; WESTGATE & BASSETTI, 1990). E de
grande interesse dos melhoristas de milho o entendimento de
caracteristicas cuja expressao esta associada com a adaptabilidade do
vegetal ao ambiente de seca. Entre estas caracteristicas, podem ser
citadas: baixa arquitetura da planta, “stay-green”, florescimento precoce,
prolongado fechamento estomatal, proporcionando uma redugdo na
evapotranspiracao, profundidade e volume de raizes e enrolamento foliar.
Estas caracteristicas podem influenciar direta ou indiretamente no ganho
em produtividade segundo karamanos & Papatheohari (1999), citados por
CATTIVELLI et al. (2008).

As perdas na producao de grdos sédo severas quando o estresse
hidrico ocorre durante o estagio de florescimento (CLAASSEN & SHAW,
1970; GRANT et al., 1989). O florescimento do milho € inibido pelo déficit
hidrico, causando falhas na fertilizagdo e aborto de embrides
(ZINSELMEIER et al.,, 1995). O periodo compreendido entre a
emergéncia dos estilos-estigmas e a extrusdo de anteras com a
consequente liberacédo de graos de polen é denominado de intervalo entre
florescimentos masculino e feminino (IFMF). Um atraso no florescimento
feminino em relagdo ao florescimento masculino, ou seja, um
prolongamento no IFMF ocorre quando a cultura esta sob condicbes de
estresse hidrico (DUPLESSIS & DIJKHUIS, 1967; WESTGATE & BOYER,
1986; BOLANOS & EDMEADES, 1993). O IFMF é um indicador fenotipico
eficaz de tolerancia ao déficit hidrico e é utilizado em programas de
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melhoramento que tém como objetivo aumentar a estabilidade na
produco de gréos sobre condi¢des de seca (DURAES et al., 1997).

Claassen & Shaw, em 1970, reportaram que o estabelecimento final
do ndamero de grédos ocorre na segunda semana seguinte ao
florescimento. A caracteristica intervalo entre florescimentos masculino e
feminino estd fortemente correlacionada com a producdo de gréos
(BOLANOS & EDMEADES et al., 1996). Quanto ao tamanho da planta,
Fischer et al. (1983) relatam que o milho tolerante ao estresse hidrico tem
porte pequeno em relagcdo ao nado tolerante. Outros estudos sugerem que
a competicdo por assimilados durante o enchimento de gréos afeta o
crescimento de espigas e o numero de grdos na cultura do milho
(SCHUSSLER & WESTGATE, 1995; ZINSELMEIER et al.,, 1995). O
carater senescéncia foliar também tem influéncia sobre a producdo de
grados ja que contribui para a reducdo da assimilacdo dos nutrientes
provenientes da fotossintese. Portanto, a redugcédo da senescéncia foliar €
uma caracteristica de interesse para o melhoramento de tolerancia a
seca.

A selecdo de cultivares com consideravel tolerancia ao estresse
hidrico associada a praticas de manejo apropriadas tem sido estratégia
econdmica e eficiente para contornar o problema da condicdo de seca
(TURNER, 1991). Por esta razdo, um dos objetivos em programas de
melhoramento de plantas para culturas vegetais nestas regides € a
melhoria de gendtipos tolerantes ou adaptados a certa condigdo adversa,
a limitag&o de 4gua, em fases criticas do ciclo da cultura.

Para se obter ganho de producdo, em condi¢cdes suboétimas ou
adversas a produtividade das plantas, os programas de melhoramento
devem assegurar alta correlacdo genética entre a caracteristica no
ambiente de selecéo e nas &areas de producdo. Geralmente, associacdes
positivas com a produtividade em ambientes com e sem estresse indicam
que foi possivel a combinacdo da tolerdncia aos estresses e da
responsividade em condi¢fes favoraveis (ATLIN, 2001).

Para que uma caracteristica possa ser utilizada na selecdo indireta

para tolerdncia a seca, € necessario que ela seja correlacionada
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geneticamente com a resposta da planta ao estresse e que esteja
associada com a produc¢do. Para a cultura do milho, caracteristicas como
0 nimero de espigas por planta ou a prolificidade (BANZIGER et al.,
2000), a taxa de elongacéo foliar (REYMOND et al., 2003) e o intervalo de
florescimento masculino e feminino (BOLANOS & EDMEADES, 1993) tém
sido utilizadas para sele¢éo indireta objetivando o aumento da produgao
de graos sob condi¢bes de seca.

Devido & importancia desses caracteres no desenvolvimento de
cultivares tolerantes ao estresse hidrico e da importancia em investigar
sua heranca, o presente trabalho teve por objetivos: i) avaliar o potencial
e a variabilidade genética de uma populagdo F,3 milho sob estresse
hidrico; ii) estimar os parametros genéticos; iii) identificar a natureza da
interacdo G x A; e iv) predizer os ganhos genéticos com a selecéo para o

carater producédo de graos.
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2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios em campo para estudo de tolerancia a seca foram
instalados nos anos agricolas de 2006 e 2007, na Estacdo Experimental
da Embrapa Milho e Sorgo, em Janauba, MG, altitude de 516 m, latitude
de 15°47" S e longitude 43°18" W. No ano de 2006, foram instalados dois
ensaios: um conduzido com irrigacdo normal e outro sob déficit hidrico.
Foram avaliadas 98 progénies F,3, derivadas do cruzamento entre as
linhagens endogamicas L31.2.1.2 (tolerante & seca) e L2.3.2.1 (sensivel
ao estresse hidrico), incluindo os parentais, no delineamento em blocos
ao acaso, com trés repeticbes. No ano agricola de 2007, foram instalados
quatro ensaios, com trés repeticées, no delineamento em Latice Triplo. Os
guatro ensaios foram organizados da seguinte forma: dois ensaios
(irrigac@o plena e déficit hidrico) com as mesmas 98 progénies do ano
anterior (Grupo 1) e dois ensaios (irrigacdo plena e déficit hidrico) com
outras 98 progénies F2.3 (Grupo 2), oriundas do mesmo cruzamento.

O plantio dos ensaios foi no més de junho e a condugédo do
experimento até setembro, época em que a probabilidade de chuvas na
regido € minima. As parcelas consistiram de uma fileira de 4 m de
comprimento, espacadas em 80 cm entre linhas e 20 cm entre plantas,
onde foram semeadas vinte sementes por fileira. A irrigacdo foi feita
utilizando o sistema de gotejamento, e a umidade do solo foi monitorada
pelo método gravimétrico, medida em trés profundidades: 0-10 cm, 10-30

cm e 30-50 cm. A adubacéo foi baseada na andlise de solos, e os tratos
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culturais e fitossanitarios foram feitos de acordo com a necessidade da
cultura. Procurou-se manter os ensaios livres de pragas e da competicao
com invasoras.

Nos ensaios com estresse, a irrigacao foi interrompida no 15° dia
antes do florescimento (emborrachamento do pend&o). Durante a
aplicacdo do estresse, 35 dias, a irrigacao foi monitorada e mantida ao
nivel da capacidade de campo do solo.

2.1. Caracteristicas avaliadas

Foram obtidos dados referentes a altura da planta (AP, cm), altura
de espiga (AE, cm), percentual de folhas mortas (FM) 15 dias apés o
florescimento, ao intervalo entre florescimentos (IFMF), umidade (%),
estande (plantas/parcela), prolificidade (PROL) e producéo de graos (PG).

Para determinagdo da altura de plantas, elegeu-se uma planta
representativa da parcela e mediu-se a distancia em centimetros do nivel
do solo até a insercéo da folha bandeira.

Para determinacdo da altura de espiga, elegeu-se uma planta
representativa da parcela e mediu-se a distancia em centimetros do nivel
do solo até a primeira espiga.

Para determinacdo do percentual de folhas mortas, dividiu-se
visualmente a planta em quatro partes e estabeleceram-se notas de 0 a
10, de acordo com o escore visual em que se encontravam as folhas
secas, segundo a metodologia descrita por Bolafios & Edmeades (1993).

O intervalo entre o florescimento masculino e feminino (IFMF, em
dias) foi calculado como a diferenca, em dias, entre a antese e o
florescimento feminino avaliado quando 50% das plantas da parcela
apresentavam deiscéncia das anteras e extrusdo dos estilos-estigmas.

Para determinacdo da prolificidade calculou-se a razdo do numero
de espigas por estande (plantas sobreviventes da parcela).

Para determinacdo da producdo, pesaram-se 0s graos de todas as
espigas, de cada planta, da parcela.
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A produgdo de graos em ton. ha' (PG) foi corrigida para 14,5% de
umidade e para estande ideal de 20 plantas por parcela, pelo método
proposto por Vencovsky & Cruz (1991).

Para a corregao para teor de umidade constante, utilizou-se a

formula:
Y.(1-U)
Yo= —n )
©~ 1-0145)
em que:

Y = valor corrigido;
Yo = valor original da variavel; e

U = umidade original (expressa em decimais).

2.2. Analise de variancia conjunta

As analises estatisticas foram inicialmente realizadas para cada
carater em cada ambiente e, posteriormente, feita a analise conjunta,
considerando como ambientes: sem estresse x com estresse (progénies
do grupo 1 e 2); ano 2006 x 2007 (apenas progénies do grupo 1); e outras
andlises conjuntas considerando ano como sendo o ambiente. As
analises estatisticas foram feitas no programa GENES (CRUZ, 2006). Na
analise conjunta, foi considerado o modelo estatistico dado por:

Yi}k='J+G|+A’+GA4]+B{AJK+8%

em que:

J: média geral,

G: efeito aleatério do i-ésimo genétipo (i=1, 2, ..., g);

A;: efeito fixo do j-ésimo ambiente (j=1, 2, ..., a);

GA,: efeito da interagéo do i-ésimo gendétipo com o j-ésimo ambiente;
B/Ay: efeito aleatério do k-ésimo bloco dentro do j-ésimo ambiente (k=1,
2,...0).e

Ei: erro aleatorio.
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Quadro 1. Analise de variancia conjunta.

FV GL QM E(QM)
Blocos/Ambientes a(r-1) QMB 0? +gop?
Ambientes (A) a-1 QMA 0%+l > +goL°+groa
Gendtipos (G) g-1 QMG o’+aro,’
GxA (a-1)(g-1) QMGA o%+rlog,’
Residuo a(r-1)(g-1) QMR o?

Total agr-1
f=al(a-1)

Estimativas de herdabilidade, no sentido amplo, ao nivel de média

(h%) para cada caracteristica, em cada ambiente, foram obtidas pela

formula:
T2
g
|, 3P0 = suM (GLELINMDLELIHHZ) :f
em que:

7% = estimador da variancia genotipica, em um dado ambiente;
&% = estimador da variancia residual; e
r = numero de repetigdes, no ambiente.

Os coeficientes de variacdo geneética (CVg) e experimental (CV) e o
indice de variacdo (6=razdo CVy/CV) foram obtidos de acordo com
Vencovsky (1987).

Seus estimadores s3o:

#;.1007 = PRODUCT (ULE]_INH'IEILE;;M{E) #0d

CVgh = x
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#.1002 = PRODUCT (OLE iyia01e, s ) ¥ 02
X

V% =

CVg%y

=V

sendo X a média da caracteristica.

Os coeficientes de correlacdo fenotipica, ambiente e genotipica

entre dois caracteres X e Y foram estimados por meio das expressdes:

PMTxy
JQMTx QMTy

Correlagao fenotipica: rs =

PMRxy
Correlacédo ambiental: r, = \/QMR"“ QMHY
em que:
PMT, = (QMTysy — QMTy — QMT,)/2
PMR,y = (QMRys, — QMR, — QVR,)/2
E‘EX}"
Correlag&o genotipica: ry = {ng 0%,

em que:

Py = estimador da covariancia genotipica entre os caracteres X e Y; e

3fx e @ = estimadores das variancias genotipicas dos caracteres X e Y,

respectivamente.
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2.3. Ganhos esperados por selegéo

Se os gendtipos sdo avaliados em um conjunto de ambientes, pode-
se estimar a resposta indireta da sele¢do (GSj) em um ambiente quando
esta é praticada em outro qualquer do conjunto (CRUZ et al., 2004). O

ganho de selegéo foi dado por:

mﬁﬂ

A

GSjj' = DSJ" rghj'

em que:

fi

j’ € o ambiente em que a selegao € praticada;

j € o ambiente para o qual se avalia a resposta indireta;

DS; é o diferencial de selegéo praticado no ambiente j’;

ry € a correlagéo genética entre as médias dos genotipos nos ambientes j
ej;

h; € a acuracia, ou seja, a raiz quadrada da herdabilidade no ambiente j;

%5 & 0 desvio padrao genético estimado no j-ésimo ambiente; e

B € o desvio padrao fenotipico estimado no j’-ésimo ambiente.

A correlagdo genética entre uma caracteristica avaliada em dois
ambientes distintos, considerando a medida da eficiéncia da resposta
indireta uma fungdo da magnitude da interagdo entre gendtipos e
ambientes, foi estimada por meio de:

=3
()

-

_ EE(,,;) t U;-I-IJ}

Iy

2 2
Em que aﬁ"’] e aﬁﬂ("j sdo os estimadores dos componentes de
variancia genética e da interagdo gendtipos x ambientes, obtidos pela

analise conjunta envolvendo os ambientes j e j.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Variabilidade genética, potencial da populacdo e qualidade

do experimento

A quantificagdo da magnitude e da natureza da variabilidade
genética disponivel na populagdo segregante e a avaliacdo da
importancia relativa dos efeitos génicos que constituem as médias da
populacdo estudada sédo linhas basicas adotadas nos estudos genéticos
de geragdes (CRUZ et al., 2004).

As analises de variancia dos anos de 2006 e 2007 apresentaram
efeito significativo para todas as caracteristicas avaliadas nos ambientes
com e sem estresse (Tabelas 1, 2 e 3), indicando a existéncia de
variabilidade genética para todas as caracteristicas avaliadas.

E possivel afirmar, baseado nas estimativas de médias gerais, que a
populagado F2.3 proveniente do cruzamento entre as linhagens L31.2.1.2 e
L2.3.2.1 apresenta potencial de produgdo, tanto no ambiente irrigado,
quanto no ambiente sob estresse hidrico. Esta afirmativa é plenamente
visivel pelo resultado da analise de variancia realizado com as 20
progénies de melhor desempenho e 20 progénies de baixo desempenho
(Tabelas 4 e 5).
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Tabela 1. Andlise de variancia modelo de blocos casualizados para as caracteristicas intervalo entre florescimento
masculino e feminino (IFMF) em dias, altura da planta (AP) em cm, altura da espiga (AE) em cm,
porcentagem de folhas mortas (FM) apos 15 dias do florescimento, prolificidade (PROL) e produgao de graos

(PG) em kg/ha, nos ambientes com e sem estresse de 98 progénies F,.3, ano de 2006, acrescidas dos

parentais
QM
FV GL IFMF AP AE FM PROL PG
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com

Blocos 2 1,00 2,73 1890,08 792,58 1023,25 717,58 0,11 0,06 0,30 0,19 2689674,35 1097833,90
Gendtipos 99  1,28" 1,64* 20333 312,03 179,37 192,30 0,00 007 0,11** 0,12 3720343 2648589,98™
Residuo 198 073 122 137,22 6573 8369 5445 00008 003 0,04 0,03 562810,70 360599,61
Média 045 -0,69 138,63 12937 67,45 6647 0,19 0,41 1,09 0,80 3820,29 2102,40
L31.2.1.2 1,33 -1,33 112 103 40 38 0,18 0,33 0,65 0,39 788,39 245,99
(tolerante)

L2.3.2.1 0,33 0,33 150 137 73 70 020 0,30 1,24 107  5167,32 4963
(sensivel)

CV (%) 189,51 -160,40 8,45 6,27 13,56 11,10 15,09 4586 19,38 22,75 19,64 28,56

** e * efeitos significativos pelos teste F a 1% e 5% respectivamente, ns = ndo significativo
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Tabela 2. Analise de variancia modelo latice Grupo 1 para as caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e
feminino (IFMF em dias), altura da planta (AP) em cm, altura da espiga (AE) em cm, porcentagem de folhas
mortas (FM) apds 15 dias o florescimento, prolificidade (PROL), e producdo de graos (PG) em kg/ha, nos

ambientes com e sem estresse de 98 progénies F».3, ano de 2007, acrescidas dos parentais

QM

FV GL IFMF AP AE FM PROL PG

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com

Blocos 2 1,37 6,74 235,29 196,03 187,87 151,62 0,005 0,02 1,12 0.03 2637380 1576817
Gendtipos 99 3,99** 10,87** 400,4** 396,45 232,96** 283,05** 0,004** 0,10 0,02** 0,11** 2152338** 2413139**

Residuo 198 1,09 242 6414 6239 5874 6158 0001 001 001 002 459932 362405

Eficiéncia 100,88 117 12834 1216 1223 11315 12299 11437 9790 10595 155,65 137
Latice
Média 015 1,40 143,02 1337 65,2 65,2 0,14 039 099 0,76 374309 2017
L31.2.1.2 1,73 -4,04 113 106 33 33 012 032 074 0,44 1346,98 231,6
(tolerante)
L2.3.2.1 0,37 -2,58 169 148 87 75 0,21 0,35 0,98 0,88  5832,22 2977
(sensivel)
CV (%) 697,93 -110,80 5,60 5,91 11,76 12,04 27,9 20,14 11,66 17,93 18,12 29,84

** efeitos significativos pelos teste F a 1% de probabilidade.
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Tabela 3. Analise de variancia modelo latice Grupo 2 para as caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e
feminino (IFMF em dias), altura da planta (AP) em cm, altura da espiga (AE) em cm, porcentagem de folhas
mortas (FM), prolificidade (PROL), producdo de espiga (PE) e producdo de graos (PG) em kg/ha, nos
ambientes com e sem estresse de 98 progénies F».3, ano de 2007, acrescidas dos parentais

QM

FV  GL IFMF AP AE FM PROL PG

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com

Blocos 2 1,98 1,83 238,38 227,06 98,02 203,75 0,006 0,009 0,03 0,02 2653179 813332
Gendtipos 99 2,36 7,23** 509,96** 497,56** 320,92** 249,54** 0,003** 0,06** 0,04 0,06 1940975** 1423116**

Residuo 198 098 159 5992 61,12 44,04 6237 0002 0004 002 002 534011 258121

Eficiéncia 108,07 100,32 132,39 12895 110,34 12318 12515 109,66 106,88 101,69 14544 121,7
Latice
Média 0,01 -1,16 143,05 130,35 66,88 6593 0,13 036 1,01 0,77 3855 1891
L31.2.1.2 0,89 -3,70 112 101 38,74 35 0,16 0,33 0,95 0,59 1778,13 632,26
(tolerante)
L2.3.2.1 0,33 -1,07 140 122 73 67 0,14 0,32 1,09 0,86  3870,56 2025
(sensivel)
CV (%) 14819,9-108,94 5,41 5,99 9,92 11,98 30,67 17,35 1238 16,6 18,06 26,87

** efeitos significativos pelos teste F a 1% de probabilidade
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Tabela 4. Anadlise de variancia, com base nas 20 progénies mais elevados desempenhos, modelo de blocos
casualizados para as caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF) em dias, altura
da planta (AP) em cm, altura da espiga (AE) em cm, porcentagem de folhas mortas (FM) ap6s 15 dias do
florescimento, prolificidade (PROL) e producéo de graos (PG) em kg/ha, nos ambientes com e sem estresse

de 98 progénies F».3, acrescidas dos parentais

QM

FVv GL IFMF AP AE FM PROL PG

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com

Blocos 2 1,95 455 807,92 14042 503,75 6167 001 004 008 002 34021279 602117,
Genotipos 19 194" 4,56* 326,73 207,61 22246 29290 001™ 005 007 006" 2517330* 2040630,83"

Residuo 38 1,06 1,27 109,23 111,03 54,63 97,63 0,00 0,02 0,04 0,03 1111420,1  768091,3

Média 0,05 -1,00 149,92 138,08 73,00 69,83 0,145 0,36 1,16 0,94  5332,32 3149,05
L31.2.1.2 1,33 -1,33 112 103 40 38 0,18 0,33 0,65 0,39 788,39 245,99
(tolerante)
L2.3.2.1 0,33 0,33 150 137 73 70 020 0,30 1,24 107  5167,32 4963
(sensivel)
CV (%) -1085,8 -104,76 5,68 5,71 1025 1155 319 2701 7,83 10,73 12,8 20,68

** e * efeitos significativos pelos teste F a 1% e 5% respectivamente, ns = ndo significativo
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Tabela 5. Analise de variancia, com base nas 20 progénies de baixo desempenho, modelo de blocos casualizados para
as caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF) em dias, altura da planta (AP) em
cm, altura da espiga (AE) em cm, porcentagem de folhas mortas (FM) apdés 15 dias do florescimento,
prolificidade (PROL) e produgdo de graos (PG) em kg/ha, nos ambientes com e sem estresse de 98

progénies F,.3, acrescidas dos parentais

QM

FV GL IFMF AP AE FM PROL PG

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com

Blocos 2 1,72 247 4550 28167 12167 27875 001 011 003 005 930529,12 110378,15
Genotipos 19 1,96™ 597" 446,14™ 412,28 212,81 158,31™ 0,01 023" 0,06™ 0,17 2239248,28" 1008059,03"

Residuo 38 0,79 2,67 103,25 136,49 6596 108,57 0,00 0,02 0,04 0,04  456706,26 175934,24

Média 0,58 -1,38 133,00 12167 60,33 60,75 0,17 052 0,91 0,54 2560,70 935,52
L31.2.1.2 1,33 -1,33 112 103 40 38 0,18 0,33 0,65 0,39 788,39 245,99
(tolerante)
L2.3.2.1 0,33 0,33 150 137 73 70 020 030 1,24 1,07 5167,32 4963
(sensivel)
CV (%) 107,23 -76,99 8,04 7,88 1160 6,70 20,50 50,19 7,63 37,32 30,10 56,29

** e * efeitos significativos pelos teste F a 1% e 5% respectivamente, ns = n&o significativo
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O potencial de producédo de graos, com base na média, no ano de
2006, do ensaio sem estresse, foi de 3,8 ton/ha e sob estresse hidrico foi
de 2,1 ton/ha. Para os ensaios, em latice, do Grupo 1, no ano de 2007, o
potencial de producao foi de 3,7 ton/ha, no ambiente sem estresse e de
2,0 ton/ha no ambiente de seca. Nos ensaios, em latice, do Grupo 2, ano
de 2007, o potencial de producdo foi de 3,8 e 1,9 ton/ha sem e com
estresse, respectivamente (Tabelas 1, 2 e 3). Camara et al. (2007), em
experimento sob estresse hidrico de populagdo segregante, encontrou
estimativas de médias para produgcdo de graos de 2,6 ton/ha, para
prolificidade estimativas variando de 0,55 até 0,88 para o intervalo entre
florescimentos de -0,22 até 2,93.

Houve redugdo na produgao de graos de 44,7%, do ambiente com
estresse em relacdo ao sem estresse, no ano de 2006. A imposicao do
estresse, no ano de 2007, causou uma redugcao de 46,1 e 50,9% na
produtividade dos Grupos 1 e 2, respectivamente. Entretanto, essa
reducdo em torno de 50% da producédo quando da imposicao do estresse,
sera util como comparagao fenotipica ja que estes dados serao utilizados
nos estudos de mapeamento genético e deteccao de QTLs. Bolanos &
Edmeades (1996), analisando o desempenho de progénies S4, obtiveram
médias de 2,49; 0,95 e 0,35 ton/ha sob as condicdes sem estresse,
estresse intermediario e estresse severo, respectivamente. Segundo
estes autores, a seca imposta reduziu a produgéo de graos de 14 a 38%
em relagao ao tratamento controle.

O aumento da intensidade do déficit hidrico proporcionou aumento
no intervalo entre florescimentos e redugao da prolificidade (Tabelas 1, 2
e 3), observados pelas estimativas de médias. Betran et al. (2003)
ressaltaram observagdes similares em seus experimentos.

Segundo Federer (1955), quando a eficiéncia do latice for superior a
110%, € justificavel a analise dos dados, considerando esse
delineamento. Pode-se observar alta eficiéncia do latice, em relacéo a
blocos completos, para os caracteres IFMF, AP, AE, FM e PG, indicando
ser este delineamento adequado para se obter melhor controle local,
sendo possivel isolar o efeito da variacdo de blocos dentro de repeticao.
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Embora a eficiéncia do latice com base na classificacdo de Federer
(1955) tenha sido considerada baixa para prolificidade, por efeito de
padronizacao, todos os caracteres foram analisados, considerando-se o
delineamento latice.

Experimentos com coeficientes de variagdo baixos, ou de alta
precisdo, sao almejados pelos melhoristas, visto que proporcionam a
obtencdo de estimativas de parédmetros genéticos mais fidedignas, ou
acuradas, importantes nas tomadas de decisdes no decurso do programa
de melhoramento.

De modo geral, os experimentos apresentam de boa a razoavel
precisdo avaliada pelo coeficiente de variagdo ambiental (CV%), com
valores de 19 e 28% (ano de 2006); de 18 e 29% (ano de 2007, G1); e de
18 e 26% (ano de 2007, G2), para a produgdo de gréos, nos ambientes
sem e com estresse, 0 que seria esperado para as condi¢gdes de estresse
(Tabelas 1, 2 e 3).

Segundo a classificagdo determinada por Scapim et al. (1995), os
coeficientes de variagcao dos ensaios de tolerancia, nos anos de 2006 e
2007, sao de classificagao mediana nos ambientes sem estresse, e alta,
nos ambientes sob estresse hidrico. Porém, considerados normais ou
dentro do esperado, para as condi¢cdes de estresse. Os coeficientes de
variagao experimental encontrados para as caracteristicas PG e PROL,
no ambiente com estresse foram 1,45 e 1,17, respectivamente, vezes
mais elevados em relacdo ao ambiente sem estresse, no ano de 2006.
Nos ensaios de 2007, esta relagao foi de 1,06 (AP); 1,02 (AE); 1,65 (PG)
e 1,54 (PROL) para progénies G1 e de 1,11 (AP); 1,21 (AE); 1,42 (PG) e
1,34 (PROL) nas progénies G2. Em condi¢cdes de estresse, valores dessa
natureza ou mais elevados tém sido relatados na literatura (CHAPMAN et
al., 1997) e em condi¢cdes sem estresse, esses valores se enquadram na
classificagado, mediana, proposta por Scapim et al. (1995). Scapim et al.
(1995) relatam que sob normalidade, tem-se a expectativa de que a
maioria dos experimentos tenha coeficientes de variacdo préximos da
média, coeficientes de variacdo muito baixos ou muito altos ocorrem,
porém, com baixa frequéncia. Costa et al. (2008), avaliando as cultivares
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de milho M-21 e BR-106, sob diferentes niveis de estresse hidrico,

obtiveram CV de 26,07% e uma produc¢ao média de graos de 4,09 ton/ha.

3.2. Parametros Genéticos

As estimativas de parametros genéticos sdo fundamentais no
melhoramento de plantas, uma vez que permitem identificar a natureza da
acao dos genes envolvidos no controle dos caracteres quantitativos e
avaliar a eficiéncia de diferentes estratégias de melhoramento para a
obtengcdo de ganhos genéticos e manutencdo de uma base genética
adequada nas populagdes (CRUZ et al., 2004).

Estimativas da variancia genética, da herdabilidade, dos coeficientes
de variacdo genotipicos, da relagdo entre os coeficientes de variagao
genotipico e ambiental, para as condigdes com e sem estresse hidrico de
sete caracteristicas, sdo apresentadas na Tabela 6.

O componente de variancia genotipica € causado pelas diferencas
genéticas entre os individuos. Um valor elevado deste componente &
indicativo de uma ampla variabilidade genética para o carater, o que é
interessante para identificagdo de gendtipos superiores no programa de
melhoramento. A redugdo da variabilidade genética traz como
consequéncia um aumento da uniformidade genética e a reducédo de
ganhos em processos seletivos.

No ambiente com estresse hidrico, os valores da variancia
genotipica foram, em geral, superiores aos valores nos ambientes sem
estresse, indicando que a populacdo F,3 apresentou resposta sob
influéncia do estresse hidrico, que seria 0 mais esperado em uma

populacao focalizada na selecao para caracteristicas de tolerancia a seca.
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Tabela 6. Estimativas dos parametros genéticos e ambientais para as
caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e
feminino (IFMF), altura da planta (AP), altura da espiga (AE),
percentual de folhas mortas (FM), prolificidade (PROL) e

producao de graos (PG) em milho

o IF h?(%) CVq (%) CV4/CV
Ano  Caracteristica

Sem Com Sem Com Sem Com Sem  Com
IFMF 0,18 0,14 42,97 2522 -949 -53,8 0,50 0,34
AP 52,04 82,40 53,22 78,99 5,20 7,02 0,62 1,12
AE 31,89 4595 53,34 71,68 8,37 10,20 0,62 0,92
2006 FM 0,00 0,01 13,07 53,46 3,38 28,38 0,22 0,62
PROL 0,02 0,03 57,64 73,08 13,05 21,65 0,67 0,95
PG 1052511 762663 84,87 86,38 26,85 41,54 1,37 1,45
Ano  Caracteristica ﬁ (%) CVs (%) CVy/cV
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
IFMF 0,97 2,82 72,58 77,74 -655 -119 0,94 1,08
AP 112,08 111,35 83,97 84,26 7,40 7,89 1,32 1,34
2007 AE 58,07 73,82 74,78 78,25 11,69 13,18 0,99 1,09
G1 FM 0,001 0,03 62,49 94,23 20,81 46,97 0,75 2,33
PROL 0,004 0,03 46,39 83,21 6,26 23,04 0,54 1,28
PG 564135 683578 78,63 84,98 20,06 40,99 1,11 1,37
o o5 h?(%) CVq (%) CV4/CV

Ano  Caracteristica =
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
IFMF 0,46 1,88 58,72 77,92 -10204 -118 0,69 1,08
AP 150,02 14548 88,25 87,72 8,56 925 1,58 1,54
2007 AE 92,29 62,39 86,27 75,00 14,36 11,98 1,45 1,00
G2 FM 0,001 0,02 51,16 93,12 18,13 36,85 0,59 2,12
PROL 0,009 0,02 62,99 73,87 9,32 16,11 0,75 0,97
PG 468987 388331 72,49 81,86 17,76 32,95 0,94 1,23
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Quanto as estimativas de herdabilidade, destacam-se as
caracteristicas altura de plantas, folhas mortas e produgdo de gréos,
principalmente no ambiente sob estresse hidrico. Os dados obtidos no
presente estudo confirmam a confiangca dos valores fenotipicos dos
experimentos de 2006 (86,38%) e 2007 (84,98% G1 e 81,86% G2) como
guias para selegao do valor genotipico.

As estimativas de herdabilidade aqui obtidas, de 84,87 e 86,38%,
sem e com estresse 2006; de 78,63 e 84,98%, sem e com estresse 2007
(G1); e de 72,49 e 81,86%, sem e com estresse 2007 (G2) sao superiores
aos obtidos por Ribaut et al. (1997), de 61 a 74% para produgao de graos
em experimento sob condicbes de estresse intermediario e severo
estresse, respectivamente. Superiores as obtidas por Edmeades et al.
(1996), em estudo de selegao recorrente de progénies S do CIMMYT,
57% no ambiente sem estresse e 43% no ambiente com estresse.

Para as demais caracteristicas, as estimativas de herdabilidade
também aumentaram com o aumento do estresse imposto (Tabela 6). Por
exemplo, para o intervalo entre florescimentos, as estimativas foram de
58,72 e 77,92%, sem e com estresse, respectivamente; e para
prolificidade, foram de 62,99 e 73,87%, sem e com estresse,
respectivamente. Tal aumento da estimativa de herdabilidade no
ambiente com estresse em relagdo ao sem estresse foi relatado por
Edmeades et al. (1996). Segundo eles, o intervalo ente florescimentos foi
de 60 e 51% sem e com estresse, respectivamente, e a prolificidade, de
45 e 54% sem e com estresse, respectivamente.

Além da herdabilidade, o coeficiente de variagdo genético (CVy) e a
relacdo CVy/CV também sdo parédmetros utilizados na quantificagéo da
variabilidade genética disponivel na populagdo, quando se deseja
determinar seu potencial para fins de melhoramento (SANTOS, 1985). O
CVy da uma ideia sobre a proporcionalidade do ganho em relacdo a
média no caso de selegao, e a relagdo CVy/CV quando maior que 1 indica
situagdo favoravel a pratica de selegdo (VENCOVSKY & BARRIGA,
1992). Foi possivel detectar aumento significativo do valor do CVy para
todas as caracteristicas avaliadas do ambiente com estresse em relacao
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ao ambiente sem estresse. Neste experimento, a relagdo CVy/CV para
producao de graos foi superior a 1, indicando a possibilidade de pratica da

selecdo no ambiente com estresse hidrico (Tabela 6).

3.3. Coeficientes de correlagcdes entre caracteres

As estimativas dos coeficientes de correlagao genotipica ('Fi:) e
fenotipica ("7 ) sdo apresentadas nas Tabelas 7, 8 e 9.

A partir de simulagdo bootstrap, foram constatadas estimativas
significativas (P< 0,01) do coeficiente de correlagcdo genética (ﬂ:) entre
producdo de graos (PG) e prolificidade (PROL), no ambiente com
estresse, de &= 0,77 (2006), Ta= 0,77 (2007 G1) e T5= 0,82 (2007 G2)
(Tabelas 5, 6 e 7). Neste experimento, houve aumento da correlagéo
entre estes caracteres sob a condi¢cao de estresse severo, imposicdo do
estresse durante o florescimento. Esta relagao também foi detectada por
Camara et al. (2007), Betran et al. (2003) e Bolanos & Edmeades (1996) e
suporta evidéncias de correlagdes positivas e elevadas entre estas
caracteristicas sob condi¢cao de estresse hidrico.

Camara et al. (2007) obtiveram correlagao genética entre producéo e
prolificidade de 0,88 e 0,79 para duas populagbes segregantes,
respectivamente. Betran et al. (2003) obtiveram correlagdo entre
producdo e prolificidade (0,76). Bolafios & Edmeades (1996) obtiveram

correlacdo genética entre PG e PROL de = 0,82 em ensaios
envolvendo 3509 linhagens endogémicas avaliadas sob estresse

intermediario. E, sob condicdo de estresse severo, esta correlagao foi de

2= 0,90.
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Tabela 7. Correlagcdo genotipica (acima da diagonal) e fenotipica (abaixo
da diagonal), nos ambientes sem e com estresse, para as
caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e
feminino (IFMF), altura da planta (AP), altura da espiga (AE),
porcentagem de folhas mortas (FM), prolificidade (PROL) e
producao de graos (PG), no ano de 2006

Sem Estresse

IFMF AP AE PG FM PROL
IFMF - 0,25 0,22 0,33 0,47 0,44
AP 0,17 - 0,91 0,76 -0.88 0,29
AE 0,17 0,83** - 0,81 -0,54 0,48
PG 0,18 0,56** 0,58** - -0,71 0,53
FM 0,09 -0,25* -0,17 -0,24* - -0,10
PROL 0,19 0,18 0,28** 0,52** -0,02 -
Com Estresse
IFMF AP AE PG FM PROL
IFMF - -0,31 -0,03 0,39 -0,05 0,59
AP -0,08 - 0,89 0,50 0,02 0,19
AE 0,03 0,77** - 0,44 0,03 0,16
PG 0,20 0,45** 0,36** - -0,45 0,77
FM -0,05 0,02 0,02 -0,34* - -0,46
PROL 0,29** 0,16 0,10 0,72** -0,33** -

**, *: significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t, para testar as
correlacdes fenotipicas e simulagado bootstrap, para as correlagcdes
genéticas
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Tabela 8. Correlagcdo genotipica (acima da diagonal) e fenotipica (abaixo

da diagonal), nos ambientes sem estresse e com estresse,

para as caracteristicas intervalo entre florescimento masculino

e feminino (IFMF), altura da planta (AP), altura da espiga (AE),

porcentagem de folhas mortas (FM), prolificidade (PROL) e

producao de gréos (PG), no ano de 2007 G1

Sem Estresse

IFMF AP AE PG FM PROL
IFMF - -0,02 0,02 0,01 -0,31 0,29
AP 0,003 - 0,86 0,56 0,51* -0,12
AE 0,05 0,79** - 0,56 0,61** -0,11
PG 0,05 0,51** 0,47 - 0,28** 0,18
FM -0,29 0,32** 0,38** 0,11 - 0,01
PROL 0,21* -0,04 -0,02 0,24* -0,12 -
Com Estresse
IFMF AP AE PG FM PROL
IFMF - 0,14 0,18 0,33 -0,15 0,41
AP 0,12 - 0,91 0,57 -0,18 0,20
AE 0,16 0,83** - 0,55 -0,13 0,21
PG 0,32** 0,52** 0,51** - -0,65 0,77
FM -0,16 -0,16 -0,19 -0,62** - -0,84
PROL 0,39** 0,19* 0,19* 0,72** -0,79** -

**, *: significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t, para testar as
correlacdes fenotipicas e simulagado bootstrap, para as correlagcdes

genéticas
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Tabela 9. Correlagcdo genotipica (acima da diagonal) e fenotipica (abaixo

da diagonal), nos ambientes com estresse, para as

caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e
feminino (IFMF), altura da planta (AP), altura da espiga (AE),
porcentagem de folhas mortas (FM), prolificidade (PROL) e

producao de gréos (PG), no ano de 2007 G2

Sem Estresse

IFMF AP AE PG FM PROL

IFMF - 0,04 0,23 0,09 0,08** 0,08**

AP 0,02 - 0,84 0,45 0,16** 0,19

AE 0,16 0,78** - 0,45 0,33** 0,12

PG 0,13 0,40** 0,40** - 0,09** 0,17

FM -0,09 0,09 0,18 -0,10 - -0,46
PROL 0,15 0,15 0,13 0,24* -0,42** -

Com Estresse

IFMF AP AE PG FM PROL

IFMF - -0,03 0,09 0,23 0,09 0,33

AP 0,01 - 0,78 0,36 -0,10 0,13

AE 0,10 0,73** - 0,16 0,11 0,06

PG 0,27** 0,37** 0,18 - -0,62 0,82

FM 0,04 -0,12 0,05 -0,58** - -0,61
PROL 0,35** 0,15 0,10 0,76** -0,56** -

*%k k.

, *: significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t, para testar as
correlagcbes fenotipicas e simulagado bootstrap, para as correlagdes

genéticas
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As estimativas de correlagcao genética entre IFMF e PG foram baixas
e na mesma direcdo: "a= 0,39 e 7a = 0,33 para o Grupo 1, 2006 e 2007; e
%=0,23 para o Grupo 2 no ambiente com estresse. Estes resultados nao

estdo bons, eles estdo contrarios em relacdo aos encontrados na
literatura. Bolafios & Edmeades (1996) obtiveram uma correlagéo
moderada e negativa entre IFMF e PG Fz= -0,60; Betran et al. (2003)
obtiveram 7z = -0,45; Camara et al. (2007) obtiveram 7z = -0,31; e Ribaut et
al. (1997) encontraram correlagdo de o= -0,39 sob condigcdo de severo
estresse.

Bolafnios & Edmeades (1996) sugerem que uma correlagao
moderada e negativa entre IFMF e PG seja inerente a cultura do milho. O
fato de a correlagdo ser negativa indica que quanto maior for o intervalo
entre florescimentos, menor sera a produgdo de grdos. O atraso no
florescimento feminino tem estado associado com a esterilidade
(HERRERO & JOHNSON, 1981) e parece refletir na reducdo da
distribuicdo de fotoassimilados para o desenvolvimento de espigas
durante o florescimento. De fato, a selecado para o melhor desempenho de
progénies sob as condi¢gbes de estresse em populagdes de milho tropical
tem sido acompanhada pela reducéo do intervalo entre os florescimentos
masculino e feminino (MONNEVEUX et al., 2006).

Os resultados aqui encontrados para correlagdes entre producao de
graos e folhas mortas, em ambos os anos de plantio, no ambiente com
estresse hidrico, apresentam correlacbes de magnitude mediana e
negativas: -0,45; -0,65 e -0,62. Betran et al. (2003), em seus estudos,
obtiveram estimativas da correlacdo entre produgdo de gréos e
senescéncia foliar de -0,26. Estes autores argumentam que um atraso na
senescéncia foliar se reflete na maior habilidade de o vegetal captar
energia solar por maior periodo durante o enchimento de graos.

As correlacdes aqui observadas entre os caracteres altura de planta
e producdo de graos foram de %= 0,50, 5= 0,57 e o= 0,36 para os
experimentos de 2006, 2007 G1 e G2, respectivamente. Bolafos &

Edmeades (1996) obtiveram associagao 2= 0,28 entre altura de plantas e
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producao de graos, sob condicdes de estresse. Segundo estes autores, a
selecao para o melhor desempenho sob condi¢gdes de seca na populagao
Tuxpefo Sequia resultou em uma leve redugdo no tamanho do gendétipo
tolerante. Esta relagcdo pode sinalizar a condicdo de estresse. Eles
argumentam que o fato de o milho mais tolerante a seca apresentar um
porte baixo seja decorréncia de uma estratégia de sobrevivéncia do
vegetal em reter as reservas de fotoassimilados para o enchimento de

graos, sendo, posteriormente, os assimilados aproveitados para

desenvolvimento da planta. Betran et al. (2003) relataram 5= 0,49 entre
PG e AP, sob condigéo de estresse para linhagens endogamicas.

O carater altura de espiga foi positivamente correlacionado com a
producdo de graos: o= 0,44, Ta= 0,55 e o= 0,16 para os experimentos
de 2006, 2007 G1 e G2, respectivamente, embora seja uma correlagao
moderada. Betran et al. (2003) obtiveram resultado de 2=0,48.

Em relagcdo as estimativas de correlagdo genética entre caracteres
aqui obtidos, espera-se obter ganhos por meio da selegdo indireta, com
base na resposta correlacionada com a produgédo de graos por meio das
caracteristicas prolificidade, percentual de folhas mortas, altura de planta
e altura de espiga.

O melhoramento para produgdo de gréos sob estresse hidrico esta
associado a maior numero de espigas, numero de graos por planta,
manutencdo de maior area fotossinteticamente ativa da planta sob
condigbes de estresse, através de um atraso na senescéncia foliar e
aumento da taxa de clorofila na planta. Portanto, espera-se que
correlagdes, de mediana a alta, sejam encontradas entre o carater
producdo de grdos e as caracteristicas secundarias (BOLANOS &
EDMEADES, 1996).

3.4. Interagdo Genotipo x Ambiente

Neste experimento, para a amplitude dos quadrados médios dos
residuos das analises individuais para cada caracteristica, foram

verificados valores menores que 7 para a relacao entre o maior € 0 menor
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quadrado médio do residuo (informacdo ndo mostrada), o que demonstra
homogeneidade entre as variancias residuais, podendo ser realizadas as
analises conjuntas para os ambientes com e sem estresse hidrico.

As analises de variancia conjunta revelaram a existéncia de
significAncia para a variancia genética entre as progénies, entre os
ambientes, irrigado e o nao irrigado, e significancia para interagdo G x A
(P<0,01) (Tabelas 10, 11, 12).

A andlise de variancia individual é util, pois evidencia a existéncia de
variabilidade genética entre as médias das familias testadas em cada
ambiente, bem como o conhecimento da magnitude dos parametros
genéticos nestes ambientes. Entretanto, a avaliagdo da interagao
gendtipo x ambiente torna-se de grande importancia, considerando que o
melhor gendtipo em um ambiente pode ndo o ser em outro. Este fato
influencia o ganho de selegao e dificulta a recomendagao de cultivares em
ampla regido. Portanto, cabe ao melhorista avaliar sua magnitude e
significancia e fornecer subsidios que possibilitem adotar procedimentos
para sua minimizagao e, ou, seu aproveitamento (CRUZ et al., 2004).

Foram detectadas interagdes significativas entre gendtipo x
ambiente para produgéao e prolificidade (Sem x Com, G1, 2006; Tabela 8).
Do experimento instalado no ano de 2007, houve interacdo significativa
para todos os caracteres, exceto para altura de espigas nas progénies
dos Grupos 1 e 2 (Tabelas 11 e 12). Das analises conjuntas temporais,
houve interagbes significativas para todos os caracteres, exceto para
altura de plantas e altura de espigas, no ambiente sem estresse e folhas

mortas no ambiente com estresse (Tabelas 13 e 14).
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Tabela 10. Analise de variancia conjunta entre os ambientes sem e com estresse hidrico, no ano de 2006, para as
caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF), altura da planta (AP), altura da

espiga (AE), porcentagem de folhas mortas (FM), prolificidade (PROL) e produgéo de graos (PG)

FV GL ik
IFMF AP AE FM PROL PG
Blocos/Amb 4 1,87 1341,33 870,42 0,08 0,25 1893754
Gendtipos (G) 99  2,00** 537 54* 314,85% 0,04" 0,16** 5267204**
Ambientes (A) 1 8,64"™ 12881* 145,04™ 7,64% 12,73% 442670614*
GXA 99  0,91™ 68,71" 56,83" 0,04 0,07** 1101729*
Residuo 396 0,98 101,47 69,07 0,03 0,04 461705
Média -0,57 134 66,96 0,30 0,95 2961
C.V. (%) -173,33 7,52 12,41 61,24 20,87 22,94
h2(%) 51,29 81,12 78,06 11,77 75,28 91,23
o 0,17 72,68 40,96 0,00 0,02 800916
o5 -0,01 -5,46 -2,04 0,00 0,00 106670
CVg (%) 72,61 6,36 9,56 9,13 14,87 30,22
CVg/CV 0,42 0,85 0,77 0,15 0,71 1,32

** e * efeitos significativos pelo teste F a 1% e 5% respectivamente, ns = nao significativo
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Tabela 11. Analise de variancia conjunta entre os ambientes sem e com estresse hidrico, no ano de 2007, Grupo 1,
para as caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF), altura da planta (AP), altura
da espiga (AE), porcentagem de folhas mortas (FM), prolificidade (PROL) e produgao de graos (PG)

FV GL QM
IFMF AP AE FM PROL PG
Blocos/Amb 4 29,25 1207,42 369,79 0,03 0,27 15171845
Gendtipos (G) 99 11,79** 717,04** 447,94** 0,06** 0,09** 3880307**
Ambientes (A) 1 235,63*  13020,04* 0,17™ 9,35** 7,81 446786995**
G XA 99 2,99** 123,75** 82,15 0,05** 0,05** 1074637**
Residuo 396 1,97 79,09 70,76 0,004 0,16 606677
Media -0,78 138,36 65,18 0,26 0,87 2880
C.V. (%) -180,67 6,43 12,90 25,24 14,62 27.04
h?(%) 83,31 88,97 84,20 92,80 82,41 84,36
e 1,64 106,32 62,86 0,009 0,01 545605
75 0,17 7,44 1,89 0,007 0,005 77993
CVg (%) -164,77 7,45 12,16 36,98 12,49 25,65
Cvg/CV 0,91 1,16 0,94 1,47 0,85 0,95

** e * efeitos significativos pelo teste F a 1% e 5% respectivamente, ns = nao significativo
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Tabela 12. Analise de variancia conjunta entre os ambientes sem e com estresse hidrico, no ano de 2007, Grupo 2,

para as caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF), altura da planta (AP),
altura da espiga (AE), porcentagem de folhas mortas (FM), prolificidade (PROL) e produgéo de graos (PG)

FV am
IFMF AP AE FM PROL PG
Blocos/Amb 4 11,81 1876,62  1128,83 0,02 0,07 5868167
Genétipos (G) 99 744 92146%  512,77* 0,03** 0,07** 2979947*
Ambientes (A) 1 199,53  24193,5*  13538"™ 7,97 8,56 578748093
G XA 99 2,14 106,38*  75,11™ 0,03** 0,03** 705551*
Residuo 396 1,33 79,07 62,71 0,00 0,02 545398
Média -0,58 136,7 66,41 0,25 0,89 2873,01
C.V. (%) -197,59 6,50 11,93 22,87 14,50 25,70
h?(%) 82,15 91,42 87,77 90,79 78,00 81,69
s 1,02 140,40 75,00 0,00 0,01 405758
o 0,14 4,55 2,07 0,00 0,00 26692
CVg (%) -173,05 8,67 13,04 29,31 11,15 22,17
CVg/CV 0,88 1,33 1,09 1,28 0,77 0,86

** e * efeitos significativos pelo teste F a 1% e 5% respectivamente, ns = ndo significativo
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Tabela 13. Analise de variancia conjunta entre os ambientes sem estresse hidrico, nos anos de 2006 e 2007, Progénies

do Grupo 1, para as caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF), altura da

planta (AP), altura da espiga (AE), porcentagem de folhas mortas (FM), prolificidade (PROL), numero de

espigas (NE) e produgao de graos (PG)

FV GL QM
IFMF AP AE FM PROL PG
Blocos/Amb 4 1,45 1903,33 855,25 0,07 0,24 12193561
Genotipos (G) 99 3,55** 581,35  320,97** 0,00** 0,09** 5062401**
Ambientes (A) 1 13,5"™  2882,04™ 759,38™ 0,39* 1,75* 894076
G XA 99 1,76** 127,24™  85,55™ 0,00** 0,04** 1076497
Residuo 396 0,92 109,77 77,77 0,00 0,03 639343
Media -0,3 140,83 66,33 0,16 1,04 3781,69
C.V. (%) -319,09 7,44 13,29 22,21 16,36 21,14
h?(%) 74,18 81,12 75,77 49,86 67,74 87,37
g 0,44 78,59 40,53 0,00 0,01 737176
iy 0,14 2,91 1,30 0,00 0,00 72858
CVg (%) -220,79 6,29 9,60 9,04 9,68 22,70
Cvg/CV 0,69 0,85 0,72 0,41 0,59 1,07

** e * efeitos significativos pelo teste F a 1% e 5% respectivamente, ns = nao significativo
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Tabela 14. Analise de variancia conjunta entre os ambientes com estresse hidrico, nos anos de 2006 e 2007, Progénies

do Grupo 1, para as caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF), altura da

planta (AP), altura da espiga (AE), porcentagem de folhas mortas (FM), prolificidade (PROL), numero de

espigas (NE) e produgao de graos (PG)

FV GL QM
IEME AP AE FM PROL PG
Blocos/Amb 4 2967 645 42 384.96 0,04 0,28 4872038
Genétipos (G) 99 7,65 625,82* 414,14 016 019+ 4487950%
Ambientes (A) 1 7633 281667 253 50" 011" 030" 1088169
G XA 99 473 112,63** 81.11* 002"  0,04* 697030**
Residuo 396 2.03 70.79 62,06 0,02 0,03 429039
Média 1,05 131,53 65,82 0,40 0,78 205982
C.V. (%) -136,08 6.39 11,97 36,04 20,85 31.80
h%(%) 73.49 88,69 8501 86,92 86.46 90.44
o 0,94 92,50 58,68 0,02 0,03 676485
5 045 6,97 317 20,00 0,00 44665
CVg (%) -92.51 731 11,64 37.92 2151 39.03
CVg/CV 0.68 114 0.07 1,05 1,03 1,26

**e*efeitos significativos pelo teste F a 1% e 5% respectivamente, ns = ndo significativo



As estimativas de herdabilidade para maioria dos os caracteres
foram de elevada magnitude, isto pelo fato de as variancias genéticas

terem sido altas. Para o carater producédo de grdos, as estimativas de

herdabilidade no sentido amplo de médias de progénies F.3 ("‘fﬁ) variaram
entre 81,69 e 91,23% para os anos de 2006 e 2007 (G1 e G2). Para os

caracteres prolificidade e folhas mortas, as estimativas de A% variaram de
67,74 a 86,46% (PROL) e de 11,44 a 92,80% (FM).

Aliada as estimativas de herdabilidade de alta magnitude, que
podem ser indicativo de que pouco da variacdo do carater € devido ao
ambiente ou erro experimental (FLINT-GARCIA et al., 2005), pode-se
dizer que grande parte da interacdo G x A resultou de alteragbes na

ordem de mérito dos gendtipos, de um ambiente para outro. Observa-se
que a variancia genotipica ({5) foi de magnitude de 7 a 15 vezes mais

elevada do que o componente de variancia da interagéo (?ﬁa) constatado

por 7 = 800,92 ez 106,67 (Tabelas 10 a 14). Isto indica que a
interacdo G x A n&o absorveu muito do desempenho das progénies,
embora os fendtipos tenham sido influenciados pelas condigdes
ambientais. Por este motivo, é possivel, portanto, selecionar os genoétipos
com base nas médias das progénies.

Das analises de variancias conjuntas temporais, anos 2006 e 2007,
no ambiente sem estresse, as caracteristicas IFMF, FM, PROL e PG
foram altamente significativas (p< 0,01), e no ambiente com estresse,
todas as caracteristicas foram significativas para o Grupo 1, exceto FM
(Tabelas 13 e 14). As estimativas aqui obtidas para a condigdo de
estresse hidrico estdo em concordancia com as relatadas na literatura:
Chapman e Edmeades (1999) obtiveram médias de 2,35 ton/ha para
producao de graos de milho tropical sob condigcdo de estresse hidrico e
Monneveux et al. (2006) obtiveram médias de 1,2 a 2,65 ton/ha, para
duas populagdes de milho tropical, provenientes do CIMMYT, em
experimento para selecdo em ambiente de estresse hidrico.

A relagdo CVy4/CV no ambiente com estresse foi superior a 1 para a

maioria dos caracteres. Estas relagbes indicam alteragcdes no
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comportamento das progénies nas duas épocas de plantio, nos ambientes
de seca, e a possibilidade de obter ganhos com sua selegéo.

Frova et al. (1999), utilizando linhagens endogamicas recombinantes
avaliadas em ambientes, com e sem estresse hidrico, com duas
repeticoes por ambiente, reportaram estimativas de herdabilidade no
sentido amplo para producéo de graos variando de 86 a 94%. Cémara et
al. (2007) obtiveram estimativas de herdabilidade de 86,79 e 94,84%
(PG), 73,52% (PROL) e 94,12% (FM), em duas populagdes Fz.3 milho
tropical, sob estresse hidrico.

As estimativas de herdabilidade aqui obtidas foram elevadas,
portanto, sob essa perspectiva € possivel obter ganhos com a selegao
para producdo de grdos nos ambientes sem e com estresse. Smalley et
al. (2004) citam que as estimativas de h? auxiliam no programa de
melhoramento para determinar a alocagao de recursos necessarios para
selecionar um carater de interesse e adquirir maximo ganho genético
utilizando menos tempo e recursos.

Byrne et al. (1995) avaliaram ciclos de sele¢cdo de uma das
populagdes do CIMMYT (Tuxpeno Sequia) em multiplos ambientes,
incluindo o efeito de seca, e observaram que enquanto o efeito de
gendtipos e o efeito de ambientes eram significativos, o efeito da
interacdo gendtipo x ambiente também era significativo. Observou-se que
se a resposta total do gendtipo ao longo dos ambientes for considerada
uma combinagao dos efeitos de gendtipo e dos efeitos da interagdo G x A,
0 acumulo da interacdo G x A explica o aumento da varidncia de
gendtipos, relagdo esta comumente encontrada em experimentos de
multiplos ambientes.

A interagdo entre genotipos e ambientes é considerada um dos
principais e persistentes problemas no melhoramento de plantas. Para
Van Eeuwijk (2003), entre os melhoristas de plantas € mais facil encontrar
concordancias nas consequéncias da interacdo G x A que o entendimento
do seu mecanismo. Uma das maiores consequéncias da interacdo G x A
pode ser constatada na avaliagcdo de um conjunto de gendtipos em um
particular conjunto de ambientes. Nesse caso, o desempenho dos
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genotipos €, na melhor das hipdteses, um preditivo parcial do valor dos
mesmos gendtipos em outras condi¢des ambientais. Este fato influencia
0s ganhos com a selecgao e dificulta a recomendagéo de cultivares com
ampla adaptagio. A selegdo indireta para produgcdo de grdos com base
em caracteres pouco influenciados pelo ambiente e que apresentem
correlagdo alta e significativa com PG poderia proporcionar maiores
ganhos que a selegao direta para o carater.

3.5. Natureza da Interagcdo G x A

Neste trabalho, a interagdo gendtipos x ambientes foi decomposta
nas partes simples e complexa, utilizando a expressao de Cruz e Castoldi
(1991).

No presente experimento, houve predominancia da interacéo
complexa (Tabelas 15, 16, 17). A predominancia da interacdo complexa é
indicativo da inversdo do comportamento dos tratamentos frente as
variacdes de um ambiente para outro ou entre os anos.

Edmeades et al. (1995) ressaltam que a similaridade entre
ambientes e seus efeitos na expressdo do potencial genético ainda nao
estdo muito claros. Estes autores questionam se a condugdo de
experimentos, em ambientes de estresse hidrico, causa padrbes similares

de discriminagao entre gendtipos adaptados e ndo adaptados.
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Tabela 15. Anadlise de dissimilaridade entre os ambientes sem e com
estresse hidrico, no ano de 2006 e 2007, para as
caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e
feminino (IFMF), altura da planta (AP), percentual de folhas
mortas (FM), prolificidade (PROL) e produgao de graos (PG)

Cruz e Castoldi

Ano Caracteristicas r QMGA o
Yo Complexa

2006 PROL 0,3782 0,07** 78,4751
Grupo PG 0,6635 1101729** 55,6182
IFMF 0,6684 2,99** 42,0657
2007 AP 0,7057 123,75** 54,2360
Grupof FM 0,2988 0,05** 25,5856
PROL 0,4014 0,05** 52,2411
PG 0,5664 1074637** 65,8056

r = correlacdo de Pearson; QMGA = quadrado médio da interagao
genotipo x ambiente.

Tabela 16. Analise de dissimilaridade entre os ambientes sem e com
estresse hidrico, no ano de 2007, Progénies do Grupo 2, para
as caracteristicas intervalo entre florescimento masculino e
feminino (IFMF), altura da planta (AP), porcentagem de folhas
mortas (FM), prolificidade (PROL) e produgao de graos (PG)

Cruz e Castoldi

Caracteristicas r QMGA % C
o Complexa
IFMF 0,6477 2,14** 39,9189
AP 0,7935 106,38* 45,3208
FM 0,3517 0,03** 29,0366
PROL 0,4596 0,03** 70,7411
PG 0,6308 705551* 57,3047

r = correlacdo de Pearson; QMGA = quadrado médio da interagao
genotipo x ambiente.
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Tabela 17. Analise de dissimilaridade entre os ambientes, nos anos de

2006 e 2007, Progénies do Grupo 1, para as caracteristicas

intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF),

altura da planta (AP), altura da espiga (AE), porcentagem de

folhas mortas (FM), prolificidade (PROL) e producéo de graos

(PG)

Caracteristic Cruz e

Tratamento as QMGA Castoldi
% Complexa

IFMF 0,3937 1,76* 60,7722

Sem Estresse FM 0,0156 0,00** 76,0053

S2006xS2007 PROL 0,4758 0,04** 47,2736

PG 0,6644 1076497** 54,1747

IFMF 0,3479 4,73** 46,6809

Com Estresse AP 0,7032 112,63** 52,3924

C2006xC2007 AE 0,6899 81,11* 51,3907

PROL 0,6819 0,04** 56,0109

PG 0,7313 697030** 51,7906

r = correlacdo de Pearson; QMGA = quadrado médio da interacao

genotipo x ambiente.
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Figura 1. Dispersao grafica dos genétipos, entre os ambiente com e sem
estresse, progénies do Grupo 1, ano de plantio 2006, para a

caracteristica producéo de gréos.

E valido ressaltar a superioridade da familia 143 em relagdo as
demais progénies e aos gendtipos parentais que apresentaram médias
inferiores. Esta familia pode ser considerada um segregante transgressivo
(Figuras 1, 2,4 e 5).

De modo geral, para todas as interagdes visualizadas pelas
representacdes graficas, houve inversdo no desempenho dos gendtipos
parentais. A linhagem tolerante L31.2.1.2 demonstra baixa produgao em
ambos os ambientes com e sem estresse, e a linhagem sensivel L2.3.2.1
apresentou alta producido nos dois ambientes. Esta relagao € perceptivel
apenas para as progénies do grupo 1 (Figuras 1, 2, 4 e 5).
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Figura 2. Dispersao grafica dos gendtipos entre os ambiente com e sem

estresse, progénies do Grupo 1, ano de plantio 2007, para a

caracteristica producéo de gréos.
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estresse, progénies do Grupo 2, ano de plantio 2007, para a

caracteristica producao de graos.

Dentre as progénies do grupo 2,

ndo houve segregantes

transgressivos. Entretanto, a linhagem tolerante continua apresentando

baixo desempenho em ambos 0s ambientes.
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3.6. Ganhos por selecao

Na Tabela 16, sdo apresentadas as estimativas de herdabilidade e
ganhos por selecao direta para o carater produgao de graos, nos pares de

ambientes, nos anos de 2006 e 2007.

Tabela 18. Estimativas de herdabilidade, ganho por sele¢do direta e

percentual de ganho entre os ambientes

Producao

H? (%) GS GS%

Ambiente 1 2 1 2 1 2

S1C1 2006 85,87 86,39 1262 1142 33,05 54,34
S1C1 2007 71,40 80,39 932 985 24,89 48,82
S2C2 2007 65,10 78,49 755 742 19,58 39,23
S151 84,87 70,40 1262 931 33,05 24,89
C1C1 86,39 80,39 1142 984 54,34 48,82

S1C1 2006 = gendtipos do Grupo 1 ano 2006; S1C1 2007 = gendtipos do Grupo
1 ano 2007; S2C2 2007 = gendtipos do Grupo 2 ano 2007; S1S1 = gendtipos do
Grupo 1 anos 2006 e 2007, no ambiente sem estresse; e C1C1 = gendtipos do
Grupo 1 anos 2006 e 2007, no ambiente com estresse.

A intensidade de selegédo entre progénies foi de 20%, ou seja, 20
progénies foram selecionadas em cada local. Deste modo, espera-se
evitar a redugdo drastica da variabilidade genética em curto prazo,
aumentando as possibilidades de selegdo em médio e longo prazo.

As estimativas de herdabilidade foram elevadas para ambos os
ambientes sem e com estresse bem como o percentual de ganho (Tabela
18). Observa-se que o percentual de ganho no ambiente com estresse foi
mais elevado em relagdo ao ambiente sem estresse, quando foram
consideradas as analises conjuntas entre os ambientes sem e com
estresse nos anos de 2006 e 2007.

O CIMMYT, desde 1975, tem realizado experimentos de selegao
para tolerancia a seca em milho tropical, baseada em varios caracteres
altamente correlacionados com a producdo de grdos (BOLANOS &
EDMEADES, 1993). Dentre estes caracteres, foi observada redugéo no
intervalo entre florescimentos masculino e feminino, aumento no numero

de espigas por plantas sob condi¢cdes de seca, bem como e um aumento
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na produgcdao tanto em experimentos de seca quando sob irrigagao
(CHAPMAN et al., 1997).

Quando da analise conjunta para anos, o0s percentuais de
herdabilidade no ano de 2006 foram mais elevados em relagcdo aos do
ano de 2007, bem como os percentuais dos ganhos com a selecgao.
Entretanto, os ganhos com a selecdo no ambiente com estresse hidrico
foram mais elevados em relagdo ao ambiente sem estresse,
principalmente no ano de 2006 (Tabela 18).

Edmeades et al. (1999) obtiveram ganhos com a selegao direta para
PG, nas populagdes La Posta Sequia, Pool 26 Sequia e Tuxpefio Sequia,
do CIMMYT, de 12,4, 12,7 e 3,8%, respectivamente, no ambiente com
estresse hidrico. No ambiente sem estresse hidrico, os percentuais de
ganho foram de 0,6, 2,3 e 0,5%, respectivamente. Os resultados aqui
obtidos corroboram os dados de Edmeades et al. (1999), cujos
percentuais de ganho no ambiente de seca foram maiores em relagdo aos
obtidos no ambiente irrigado.

Nestes experimentos, os maiores ganhos com a selecao indireta
para producado de grdos sao provenientes das caracteristicas altura de

plantas e prolificidade (Tabela 19).

Tabela 19. Ganhos indiretos com a selegédo para produgado de gréos, em

milho, com base nos caracteres auxiliares

Caracteristica SE CE SE CE SE CE
auxiliar G12006 G42006 G42007 G42007 G2007 G,2007
IFMF 8,02 11,49 0,24 16,78 1,79 9,32

AP 20,84 25,67 14,35 30,08 10,76 15,72

AE 22,13 21,62 13,55 28,15 10,47 6,24
PROL 15,03 38,19 3,51 40,35 3,45 32,70

SE- sem estresse, CE- com estresse, Gq- progénies do grupo 1, G-
progénies do grupo 2.
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Monneveux et al. (2006) obtiveram ganhos com a selegcdo para
producdo de grdos em experimentos para resposta correlacionada a
selecao recorrente em duas populacbées de milho do CIMMYT. Para
tolerancia a seca, com base na caracteristica prolificidade, os ganhos
foram de 5,7 e 1,3%; e os ganhos com a selegao direta para PG, foram de
14,3 e 4,0%, para as populacbes DTP1 e DTP2, respectivamente. Estes
autores consideraram que os ganhos por eles obtidos foram significativos
sob as condi¢gbes de seca, estando a produgdo de gréos associada ao
aumento da prolificidade, do numero de graos por espiga e a redugao no
intervalo entre florescimentos. Foi observado um decréscimo na altura de
planta, altura do pend&o, um aumento no peso de espigas e aumento do
indice de coleta da populacdo DTP1, na condicao de seca. Este relato é
consistente com os resultados obtidos por Bolafnos & Edmeades (1993) e
Chapman e Edmeades (1999). Nos experimentos aqui relatados, os
percentuais de ganhos estdo em concordéncia ou superiores aos da
literatura.

Os maiores percentuais de ganho para PG, no ambiente de seca
sdo aqueles realizados com base na média e na estatistica Pi (Tabelas 20
e 21). A estatistica Pi é dada pela distancia apresentada por uma
determinada familia em relagdo a familia de desempenho maximo para
cada ambiente. Este critério de avaliagéo é vantajoso em relagdo a média
geral das familias, por permitir avaliar simultaneamente a estabilidade, a

adaptabilidade e a capacidade produtiva das familias sob selec¢ao.
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Tabela 20. Percentual de ganho na producdo de graos de milho, nos

varios ambientes para as progénies do Grupo 1

Ambiente de
Ganho

Ambiente de
Selecao

GS (%) ano 2006

GS (%) ano 2007

Sem Estresse
Sem Estresse
Com Estresse
Com Estresse
Média
Média
Pi
Pi

Sem Estresse
Com Estresse
Sem Estresse
Com Estresse
Sem Estresse
Com Estresse
Sem Estresse
Com Estresse

20,15 16,40
18,44 12,72
28,69 27,64
30,79 29,46
30,98 19,58
47,71 46,86
30,50 19,33
48,50 47,22

Tabela 21. Percentual de ganho na producdo de graos de milho, nos

ambientes sem e com estresse progénies do Grupo 2

Selegao Ganho GS (%)
Sem Estresse Com Estresse 22,93
Com Estresse Sem Estresse 14,12

Média Sem Estresse 17,96
Média Com Estresse 36,24
Pi Sem Estresse 18,17
Pi Com Estresse 35,58

Os gendtipos selecionados, por apresentarem maiores ganhos com
producao de graos provenientes das analises conjuntas, estéo listados na
Tabela 22.
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Tabela 22. Genotipos selecionados por apresentarem maiores ganhos
com produgdo de graos. S1C1 2006 = gendtipos do Grupo 1
ano 2006; S1C1 2007 = gendtipos do Grupo 1 ano 2007;
S2C2 2007 = gendtipos do Grupo 2 ano 2007; S1S1 =
gendtipos do Grupo 1, anos 2006 e 2007, no ambiente sem
estresse; e C1C1 = gendtipos do Grupo 1, anos 2006 e 2007,
no ambiente com estresse

S1C1 2006 S1C1 2007 S2C2 2007 S151 C1C1
143 143 79 143 143
141 154 72 112 141
212 263 57 141 129
156 112 61 263 162
112 150 105 110 271
271 110 2 234 212
110 162 40 232 110
232 189 64 154 146
129 194 77 212 112
215 129 113 150 263
192 123 63 174 214
208 206 4 208 194
263 141 104 243 156
209 208 87 271 154
226 212 52 219 215
234 184 47 206 184
194 146 32 156 228
155 232 49 209 206
144 181 31 194 150

E valido ressaltar que tais gendtipos selecionados estdo em total
concordancia com os apresentados nas Figuras 1 a 5, como sendo
aqueles gendtipos que se destacaram por apresentarem bom
desempenho tanto no ambiente irrigado como no ambiente de estresse
hidrico.

Zaidi et al. (2004), em estudo do desempenho de progénies da
populagao de tolerancia a seca do CIMMYT (DTP c9), obtiveram ganhos
com a selecédo de 89,6% para producdo de grdos sob condigbes de
estresse hidrico. O melhoramento para o melhor desempenho desta
populacdo sob diferentes ambientes culminou com a reducéo no intervalo
entre os florescimentos masculino e feminino, aumento na prolificidade e

decréscimo da senescéncia foliar.
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4.0. CONCLUSOES

Os experimentos instalados nos anos de 2006 e 2007 permitiram
realizar inferéncias precisas para fins de melhoramento e para o
mapeamento de QTLs. Ambos apresentaram variabilidade genética para
as caracteristicas de interesse, predizendo o sucesso de futuros estudos
e uma possivel utilizagdo em programas de melhoramento.

A interacdo gendtipos x ambientes foi, predominantemente,
complexa, mostrando a necessidade da conducdo e avaliacdo das
populagdes segregantes nos diferentes anos da cultura do milho, bem
como no ambiente com estresse hidrico.

Os maiores ganhos com a sele¢ao indireta para produg¢ao de graos é
através da caracteristica prolificidade. Entretanto, os maiores ganhos
diretos para produgao de graos, no ambiente de seca sao realizados com
base no desempenho médio dos gendtipos nos dois locais, com e sem
estresse, e selecdo com base na familia de desempenho maximo. A
selecdo com base na média de cada familia € uma estratégia interessante
quando ha preocupagdo em garantir o melhoramento de cultivares de
adaptabilidade ampla. Ja a selecdo com base na familia de desempenho
maximo para cada ambiente oferece vantagens em relagédo ao valor da
média geral da familia, por permitir avaliar simultaneamente a
estabilidade, a adaptabilidade e a capacidade produtiva das familias sob

selecao.
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A tolerancia a seca avaliada por meio da produtividade de graos e
caracteristicas relacionadas apresentou variabilidade significativa para

estudos de mapeamento genético.
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CAPITULO II

MAPEAMENTO DE QTLs PARA CARACTERES AGRONOMICOS
RELACIONADOS A TOLERANCIA A SECA EM MILHO
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RESUMO

TOME, Livia Gracielle Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
julho de 2009. Andlises biométricas e mapeamento de QTLs para
tolerdncia a seca em milho. Orientador: Cosme Damido Cruz.
Coorientadores: Claudia Teixeira Guimardes e Pedro Crescéncio Souza
Carneiro.

QTLs (“Quantitative Trait Loci”) para a tolerancia a seca em milho ja
foram identificados na maioria dos cromossomos a partir de caracteres
relacionados a producdo de graos. Os objetivos deste trabalho foram: (i)
identificar QTLs relevantes para as caracteristicas intervalo entre
florescimentos masculino e feminino (IFMF), altura de plantas (AP),
producdo de gréos (PG), folhas mortas (FM), prolificidade (PROL) e
producao relativa (PREL), (ii) testar a segregacdo dos marcadores para
fins de mapeamento, (iii) apresentar o mapa de ligagdo entre marcadores
avaliados, (iv) identificar os QTLs pelo método da marca simples; (v)
identificar as regides gendmicas de coincidéncia entre os diferentes
caracteres avaliados e (vi) identificar os QTLs pelo método intervalo
simples. O teste de segregacdo dos marcadores apresentou distor¢oes
para 17 marcas, que nao foram devidas ao fato de marcadores estarem
sob efeito de selegdo, ou de duplicacdo da informagédo genética, mas
devido ao pequeno tamanho da populagdo e a proximidade genética das
linhagens parentais, o que culminou com a baixa saturagdo do mapa. Foi
gerado um mapa de ligagdo com 82 marcadores microssatélites, cobrindo
825,03 cM do genoma do milho, com um marcador em media a cada 20
cM. Foram mapeados 45 QTLs pela metodologia de intervalo simples:

seis para intervalo entre florescimentos, treze para altura de plantas, seis
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para producao de graos, dez para folhas mortas, cinco para prolificidade e

cinco para producéo relativa.
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ABSTRACT

TOME, Livia Gracielle Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
july, 2009. Biometric analysis and mapping of QTLs for drought
tolerance in maize. Advisor: Cosme Damido Cruz. Coadvisors: Claudia
Teixeira Guimaraes and Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

QTL (“Quantitative Trait Loci”) for drought tolerance in corn has been
identified in most chromosomes from characters related to grain yield. The
aim of this study were (i) to identify relevant QTLs for the follow
characteristics: anthesis silking interval (ASl), plant height (PH), grain yield
(GY), leaf senescence (LS), prolificacy (PROL), and relative production
(RELP), (ii) to test the segregation of markers for mapping, (iii) to present
the linkage map between markers evaluated, (iv) to identify QTLs for using
the single-locus association, (v) to identify genomic regions of overlap
between the different traits; (vi) to identify QTLs for using the simple
interval mapping (SIM). The test of marker segregations showed
segregation distortion for 17 markers, which were not due to the fact that
markers are under selection effect or duplication of genetic information,
but due to the small population size and genetic proximity of the parental
lines which led to the low saturation map. It was generated a linkage map
with 82 microsatellite markers, covering 825.03 cM of the maize genome,
with, on average, one marker in every 20 cM. It was mapped 45 QTLs by
the SIM methodology being six related to anthesis silking interval, thirteen
to plant height, six to grain yield, ten to leaf senescence, five to prolificacy,

and five to relative production.
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1. INTRODUCAO

A construgdo de mapas genéticos € uma das aplicagdes de maior
impacto da tecnologia de marcadores moleculares na analise genética de
espécies e no melhoramento de plantas. Os mapas genéticos dao a
localizagédo de regides genbémicas e a analise completa de genomas que
controlam caracteres de importancia, a quantificacdo do efeito destas
regides, na caracteristica estudada (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1995; VINOCUR & ALTMAN, 2005).

A primeira metodologia de mapeamento desenvolvida foi o
mapeamento de marcas simples, que consiste na associacao da
caracteristica a presenca de um marcador, sendo realizadas analises
para cada marcador separadamente (SAX, 1923; SOLLER, 1976). A
analise é feita verificando-se a diferenga entre as médias fenotipicas do
carater para cada uma das classes genotipicas de um dado marcador,
que devem possuir distribuicdo de frequéncia correspondente ao tipo de
populacao utilizada como a 1:2:1, no caso de populacdo F,. Se as
diferencas entre as médias fenotipicas das classes forem estatisticamente
significativas, pode-se inferir que existe um QTL ligado a marca sob
analise (LYNCH & WALSH, 1998). Varios procedimentos estatisticos
podem ser utilizados, como o teste t, analise de variancia, regressao
linear simples ou método da maxima verossimilhangca (ZENG, 1994;
DOERGE, 1996).

Lander & Botstein (1989) propuseram o mapeamento por intervalo

que se baseia nas informagdes da segregacao de pares de marcadores
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adjacentes. O principio deste método consiste na analise de marcas
flanqueando um intervalo pelo calculo estatistico de maxima
verossimilhancga ou regresséo linear multipla (HALEY & KNOTT, 1992).

O método da maxima verossimilhanca € uma importante ferramenta
para o mapeamento de QTL e obtencdo de estimadores consistentes e
assintéticos dos efeitos dos QTLs. O uso do mapeamento por intervalo
com a analise de maxima verossimilhanga (LANDER & BOTSTEIN, 1989)
promoveu um poder extra para a detecgédo de QTL ligado a um marcador,
além de ter proporcionado uma maior acuracia na estimagao de
parametros genéticos (HALEY & KNOTT, 1992).

Com o crescente interesse no uso das informagdes advindas do
mapeamento de QTLs, estratégias de mapeamento mais robustas foram
desenvolvidas como o mapeamento por multiplos intervalos (KAO; ZENG,;
TEASDALE, 1999) que considera os efeitos epistaticos envolvidos na
expressao do carater, ou o mapeamento por intervalo composto
expandido para multiplos caracteres ou ambientes (JIANG & ZENG,
1995), que permitem analisar multiplos caracteres correlacionados ou
analisar um unico carater em multiplos ambientes.

Com a utilizacdo de marcadores moleculares de DNA, muitos QTLs
(“Quantitative Trait Loci”) tém sido identificados para o milho, para
caracteristicas agronémicas relacionadas a tolerancia a seca (RIBAUT et
al., 1997; SARI-GORLA et al., 1999; TUBEROSA et al., 2002; XIAO et al.,
2005; VARGAS et al., 2006; GUO et al., 2008; ZHENG et al., 2009).

A expressao diferencial de uma caracteristica fenotipica de
gendtipos em ambientes, sempre foi alvo de estudo na genética
quantitativa. Os sucessos nos estudos de QTLs mudaram o foco da
analise gendtipo x ambiente, do gendtipo ao nivel de gene para
reproducdo e instabilidade ambiental. Muita importancia tem sido dada a
estabilidade dos QTLs nos diferentes ambientes, e os estudos da
interacdo QTL x Ambiente tém sido uma nova visdo dos melhoristas.
Variagdes na expressao do QTL pelas interagcdes QTL x Ambiente séo
uma grande limitacdo a detecgdo de QTLs consistentes em varios
ambientes (FASOULA, 2004).
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Devido a importancia do mapeamento de QTL para a tolerancia a
seca a partir de caracteristicas relacionadas com a produgao de gréos, os
objetivos deste estudo foram: (i) identificar QTLs relevantes para a
caracteristica intervalo entre florescimentos masculino e feminino (IFMF),
altura de plantas (AP), produgdo de graos (PG), folhas mortas (FM),
prolificidade (PROL) e produgao relativa (PREL); (ii) testar a segregacéo
dos marcadores para fins de mapeamento; (iii) apresentar o mapa de
ligacdo entre os marcadores avaliados; (iv) identificar os QTLs pelo
método da marca simples; (v) identificar as regides gendmicas de
coincidéncia entre os diferentes caracteres avaliados e (vi) identificar os

QTLs pelo método intervalo simples.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Extragéo e quantificagédo de DNA gendmico

O DNA gendmico foi extraido a partir de folhas jovens de um “bulk”
de dez plantas representando cada uma das 94 progénies F».3, do plantio
de 2006 e dos parentais L31.2.1.2 (tolerante) e L2.3.2.1 (sensivel). As
folhas coletadas foram congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C até a extracdo, de acordo com o método descrito
por Saghai-Maroof et al. (1984).

Cerca de trés gramas das folhas congeladas foram macerados com
nitrogénio liquido e transferidos para tubo plastico de 50 mL, a que foram
adicionados 10 mL de tampéo CTAB (CTAB 2%; Tris-HCI 0,2 M; NaCl 1,4
M; EDTA 0,02 M; B-Mercaptoetanol 2%). Apds leve agitagdo manual, a
mistura foi mantida a 65 °C em banho-maria por uma hora, com agitagéo
a cada 15 minutos. Em seguida foi realizada lavagem com igual volume
de cloroférmio-octanol (24:1) com homogeneizagao constante por 20 min.
O material foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante
foi transferido para novo tubo de 50 mL para nova lavagem com
cloroférmio-octanol (24:1). O sobrenadante obtido nesta segunda lavagem
foi transferido para tubo de vidro de 25 mL, ao qual foi adicionado igual
volume de isopropanol a -20 °C. Apds a agitagdo manual do tubo, o DNA
precipitado foi transferido com auxilio de uma al¢ca de vidro para
microtubo de 1,5 mL e ressuspendido em 1 mL de tampé&o TE (Tris-HCI
10 mM; EDTA 1mM; pH 8,0) contendo RNAse (0,1 mg/mL).
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O DNA genbémico obtido foi avaliado por eletroforese em gel de
agarose 0,8% em tampao TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0)
com o DNA, padrdo Fago A, de concentragdo, 10 ng/uL, para a
quantificacdo e avaliagdo de sua integridade. Apés uma hora de
eletroforese a 100 V, o gel foi incubado por 15 min em solugcéo de
brometo de etidio (1ug/mL), visualizado sob luz ultravioleta e fotografado
no equipamento Eagle Eye I (Stratagene®).

2.2. Marcadores Microssatélites

Um total de 568 marcadores microssatélites foi avaliado entre as
linhagens parentais para a identificagdo de polimorfismos. Entretanto, 112
foram polimérficos (19%), 423 monomoérficos (72%) e 51 falharam (8,7%).
Dos 112 polimérficos, apenas 82 primers foram aplicados na populagao
para tolerancia a seca. E, suas sequéncias estao disponiveis no banco de
dados da cultura do milho - Maize Genetics and Genomics Database

(http://www.maizeqgdb.org/ssr.php).

As reacdes de amplificacao utilizando iniciadores nao fluorescentes
consistiram de 30 ng de DNA gendmico; Tris-HCI 10 uM pH 8,0; HCI 50
MM, MgCl, 2 uM, 125 uM de cada dos deoxinucleotideos; e 0,4 uM de
cada um dos iniciadores e uma unidade (1U) da enzima Tag DNA
polimerase em volume final de 10 uL. Os ciclos de amplificagao foram de
uma desnaturacao inicial a 95°C por 2 minutos; nove ciclos de 94 °C por
20 segundos; 68 °C por 20 segundos com a redugéo de 1 °C a cada ciclo
de 72 °C por 20 segundos, seguidos de 25 ciclos de amplificacdo a 94 °C
por 20 segundos; 60 °C por 20 segundos; e 72 °C por 20 segundos. A
reacao foi submetida a um periodo de extensdo a 72 °C por cinco
minutos.

Os fragmentos amplificados foram ressolvidos em géis de
poliacrilamida 10% (29:1 acrilamida:bisacrilamida) em tampao TBE (Tris-
HCI 0,89 M; acido bérico 0,02M; EDTA 0,02 M; pH 8,0). Apds 2 horas de
eletroforese a 200 V, os géis foram incubados sob agitagado constante por
15 minutos em solugdo fixadora (etanol 10%, acido acético 0,5 %), 15
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minutos em solu¢do de nitrato de prata 0,2% e em solugédo reveladora
(NaOH 3%; formaldeiddo 0,5%) até que as bandas aparecessem. A
imagem do gel foi fotografada sob luz branca no equipamento Eagle Eye
Il (Stratagene®).

As reacbes de amplificagdo com iniciadores fluorescentes
consistiram de 30 ng de DNA gendmico; Tris-HCI 20 uM pH 8,0; KCI 50
puM; MgClz 1,5 uM; 125 yM de cada um dos deoxinucleotideos; 0,2 uM de
cada um dos iniciadores; e uma unidade (1U) da enzima Tagq DNA
polimerase em volume final de 10 pL. Os ciclos de amplificagao foram os
mesmos realizados para os iniciadores ndo marcados. Os fragmentos
amplificados foram diluidos de acordo com suas fluorescéncias nas
proporgdes de 1:40, 1:16 e 1:13 para 6-FAM (azul), HEX (verde) e NED
(amarelo), respectivamente. Dessa diluicdo, 3 pL foram misturados a 0,8
ML de formamida Hi-Di (Applied Biosystems®), 0,5 uL de corante
(BigBlue, Applied Biosystems®) e 0,2 yL do padrdo de peso molecular,
GS-500 ROX (Applied Biosystems®). As amostras foram desnaturadas a
95°C por 5 minutos e imediatamente transferidas para o gelo até o
momento da aplicagdo no gel de poliacrilamida 5%. Os alelos
amplificados foram submetidos a eletroforese por um periodo de duas
horas em uma voltagem de 3 kV, no sequenciador automatico ABI377
(Applied Biosystems®). Apds a eletroforese, os fragmentos amplificados
foram analisados com os programas GeneScan e Genotyper (Applied
Biosystems®) para a determinagdo do tamanho dos alelos de cada

individuo.

2.3. Anélise Estatistica

As analises foram realizadas pelo programa Ggmol (CRUZ, 2008).
As variaveis analisadas foram: 1- intervalo entre florescimentos masculino
e feminino (IFMF); 2- altura de plantas (AP); 3- producdo de graos (PG);
4- folhas mortas (FM); 5- prolificidade (PROL) e 6- produgéo relativa
(PREL) que é a razdo da produgéo de grdos no ambiente com estresse e
no sem estresse hidrico.
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2.3.1. Teste de segregacao

Realizou-se o teste qui-quadrado (+* 2) para verificar a razdo de
segregacao esperada na populagdo F, com nivel de significancia de 5%,

segundo a formula.

o il('ﬂf - E;) l
al b

sendo:
n = numero de classes genotipicas detectadas; e
O; e E; = valores observados e esperados na classe j.

Nesta populacao F,, espera-se que os dois alelos em cada loco SSR
segreguem na propor¢ao de 1:2:1 (1/4AA:1/2Aa:1/4aa).

Como sera testado um grande numero de marcadores moleculares,
sera utilizada a protegcao de Bonferroni para reduzir a probabilidade de se
cometer o erro tipo |, mantendo a significancia total ar, igual a 5%. A

corregao de Bonferroni € dada por:

Il - e
= -g¥p[———)+1

lﬁr
A protegao de Bonferroni pressupde independéncia entre os testes.

Para o caso de marcadores moleculares ligados, os testes nado sao

independentes.
2.3.2. Mapeamento Genético
2.3.2.1. Estimacao da porcentagem de recombinacao
A estimacgao da porcentagem de recombinagéao foi feita pelo método
da maxima verossimilhanca. Os estimadores de maxima verossimilhanga

foram obtidos pelo método grafico em que valores da razdo de

verossimilhanca (LR) ou LOD s&o analisados graficamente,
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representativos do eixo Y, associados a valores da porcentagem de
recombinacao, no eixo X.

O LOD é o logaritmo na base 10 (Logi) da razdo entre a
verossimilhancga, considerando o valor atual de r e a verossimilhanca para

r=0,5 (considerando auséncia de ligagao).
L(r; x)
LOD= Log;, L{T = 0, 5;X)

Adotou-se neste trabalho o LOD minimo de 3, o que significa que a

verossimilhanga, considerando o valor atual de r, € 1000 vezes maior que
a verossimilhanga em caso de auséncia de ligacao.

A razdo de verossimilhanga (LR) constitui-se na estatistica que
possibilita avaliar a significancia de determinada hipétese, considerando
em uma fungdo de verossimilhanga o valor estimado e na outra o valor

fixado do parametro.

L (0;x) L (%)

1R=2n \L @)/ - o \ L(&X) f _ 5 o, 30 - 1@ %)

A fungdo de mapeamento utilizada para converter frequéncias de
recombinagcdo em unidades de mapa em centiMorgan (cM) foi a proposta
por Kosambi (1944), que admite a interferéncia de permutas entre

intervalos adjacentes.
2.3.2.2. Ordenamento de genes

O ordenamento dos genes foi feito pelo método da frequéncia de
recombinagao entre dois locos, calculando-se a soma das distancias das
regides adjacentes. Neste método, o principio basico € o de escolher a
melhor ordem pela combinagdo que proporciona menor soma das
frequéncias de recombinacdes adjacentes (ou método SARF — Sum of

Adjacent Recombination Frequency).
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2.3.3. Andlise de associacao entre marcador e QTL

2.3.3.1 Método da Marca Simples

Para a analise de regressdo, os trés genotipos A1A1, AtA2 e AA;
foram codificados como 1, 0 e -1 para quantificagdo do efeito aditivo e
como 0, 1 e 0 para quantificagdo do efeito atribuido a dominancia,
respectivamente, utilizando o modelo:

Yi=Bo + B1Xyj + B2Xy + g

Yj: valor da caracteristica quantitativa avaliada no j-ésimo individuo
da populacéao Fy;

Xyj: codigo do marcador para o efeito aditivo (A1A1=1, A1A=0 e
AcA=-1);

Xyj: codigo do marcador para o efeito dominante (A1A1=0, A1A=1 e
A2A2=0);

Bo: intercepto da regressao (média da caracteristica);

B+: inclinagéo da reta para o efeito aditivo;

B2: inclinagéo da reta para o efeito dominante; e

g erro aleatdrio manifestado na caracteristica no j-ésimo individuo.
2.3.3.2 Método de Intervalo Simples
Foi utilizado o método desenvolvido por Lander & Botstein (1989)
para testar a possibilidade de ocorréncia do loco controlador da
caracteristica (QTL) em uma série de posigdes dentro de um intervalo
flanqueado por dois marcadores, utilizando a maxima verossimilhanca

para a estimacao dos parametros.

Assumiu-se o modelo com base em Haley & Knott (Tabela 1).
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Tabela 1. Estimacédo dos efeitos médios genotipicos do QTL para todos

0s possiveis gendtipos marcadores na populagéo F;

Gendtipo Estimativas em termos de:

Marcador a efeito aditivo d efeito de dominancia
A4A.B1B; [(1-ra) (1-rg)*-ra’rg")/(1-r)° [2ra(1-ra)rs(1-re)l/(1-r)?
AABiB,  [(1-ra)ra(1-rg)-ra’rs(1-rg)l/r(1-r) [ra(1-ra)(1-rg)*+ra(1-ra)rs’Vr(1-r)
A:AB,B, [ra(1-ra)?ra2-ra?(1-rg)’]/r? [2ra(1-ra)ra(1-rg)/r

A1AB1B1  [ra(1-ra)(1-rg)*ra(1-ra)re’)/r(1-r) [(1-ra)’re(1-rg)+ ra’rg(1-rg)l/r(1-r)
[rare?+ ra2(1-rg)>+(1-ra)ra+(1-

ArhaB:Bz ° A (1-ra I+ (11
AABB,  [ra(1-ra)rs®ra(1-ra)(1-re)’)/r(1-r) [(1-ra)’ra(1-rg)+ ra’rg(1-rg)l/r(1-r)
AA;B1B4 [ra%(1-rg)*-(1-ra)?rs°1/r [2ra(1-ra)rs(1-rg)]/r*
A-A:B1B; [(1-rg)~(1-ra)’re(1-rg)}/r(1-r) [ra(1-ra)(1-rg)*+ra(1-ra)r?Vr(1-r)
AA:B,B; [ra’ra®~(1-ra)Y’(1-re)’J/(1-r)? [2ra(1-ra)ra(1-ra)l/(1-r)°

Fonte: Haley & Knott (1992)

As funcdes densidades de probabilidade podem ser definidas para
cada conjunto de dados estabelecidos por cada um dos nove gendtipos

dos marcadores, disponiveis na populagdo. Assim, tem-se:
1

f (M1, M2, M3, o ry)=-+ 2 (aisfyi + aiofo + aisfs) parai=1, 2, ... 9
Sendo:

1 el' Vi~ ] 1 el' A ]
fy = ‘(25&?2) , = ,(2}Tr:r=) o
1 e

iy = ‘(2;&:?2)

A verossimilhanga total para N individuos é o produto das fungdes

densidades individuais:
N
o (")
1
N

I JEeCua. w2, u3, %35 i)
L(u1, M2, M3, 0%, T yi) = lal

L(y) = i
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Para o mapeamento de intervalos em uma populagédo F,, a fungao

de verossimilhancga é:

N

E 3 L"rl-*-hf

2 (2.“6.2) z IP(QKIIMi)E(- e )

L(M4, M2, M3, 0%, I Yi) = k=1

N

1
H_

- (2102) $ s,
kml

2
L(M1, M2, M3, 07, I Yi) =
Aplicando as propriedades de produtério e de logaritmos, a fungao

suporte torna-se:

N

P(urHopso?ry) = W L =  -Zlog (2mo?)  +

f 3
N 3 _(Fb_u-h)-
iS4
=1 k=1 !

L /
ou

H
N Z l:l.[ﬂjlf]_i + “121‘.‘21 + wefy)

U(p1,M205,0%5y1) = -2 log (2m6?) + k1

Na funcdo de verossimilhanga, ou suporte, assume-se que a
distribuicdo dos valores fenotipicos da caracteristica seja normal, e as
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combinagdes genotipicas possuam a mesma variancia. Neste caso, tem-
se:

yi: € o valor observado da caracteristica fenotipica no individuo j;

Mk: € a média da caracteristica para o genétipo k do QTL;

P(Qk/M;): é a probabilidade condicional ou a probabilidade de a
descendéncia i ter gendtipo Qk, dado que os marcadores que flanqueiam
tém genadtipo Mie M;; e

N: numero total de individuos.

Como para o mapeamento de intervalos €& necessario utilizar os
dados do mapa de ligagao dos marcadores, assume-se que r € conhecido
e que:

r=ry+r,-2Cran,

e

n, = r - ry (em caso de ter assumido interferéncia total, ou seja, I1=1 e
C=0).

Para estimacéo dos desvios aditivos e devidos a dominancia, segue-

se a fungéo derivada por Paterson et al. (1991):

hr

1 3 (S}’!'E'ﬂ -d, ¥
o o ZIP(QK ]IMi)E- T ]
L(kk, @k di 07, 1.y) = L_l[v‘ (2ne) i

114



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Teste de Segregacado dos Marcadores

O mapeamento genético tornou-se, rapidamente, uma poderosa
ferramenta para os geneticistas. Os mapas mostram a posi¢gao dos genes
correspondente a sua ordem linear nos cromossomos. Premissas
importantes devem ser consideradas na construgédo de um mapa genético
como: a selegao da populagao apropriada, o tipo de marcador genético, a
verificagcdo da distorgdo da segregacdo mendeliana, o tamanho da
populacdo, o calculo da freqiéncia de recombinacdo entre pares de
marcadores e fungao de mapeamento (CARNEIRO & VIEIRA, 2002).

Na construgdo de mapas genéticos feitos com dados oriundos de
populagdes segregantes, espera-se um padrdo mendeliano tipico para
cada tipo de populagdo, pressuposto com base na segregagao
mendeliana.

Do “screening” de 586 marcadores microssatélites, nas linhagens
parentais, 112 foram polimorficos (19%) e destes, 82 primers foram
analisados na populagao para tolerancia a seca.

A andlise de segregacao pelo teste qui-quadrado evidenciou que de
um total de 82 primers, 65 apresentaram segregacdo mendeliana
esperada, utilizando a protecdo de Bonferroni a 5% de probabilidade
(Tabela 2).
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Tabela 2. Teste de segregacdo genotipica dos marcadores
microssatélites genotipados na progénie F,.; derivada do
cruzamento entre L31.2.1.2 e L2.3.2.1

Classes
Marcador Bin AtA; AtAx Ay Ay Perdido X°  Prob.(%)
bnig109 1.00 22 36 30 6 436 11,28 ns
umc2224 1.00-01 12 57 24 1 7,84 1,99ns
bnig1083 1.02 26 43 23 2 0,59 74,57ns
umc1021 1.03 26 52 15 1 3,9 14,2ns
umc1395 1.05 25 48 21 0,38 82,57ns
umc1590 1.06 22 47 24 1 0,1 95,28ns
umc1709* 1.06 12 41 38 3 15,75 0,04*
bnig615 1.07 35 37 22 7,85 1,97ns
umc1630 1.1 24 48 22 0,13 93,82ns
umc1862 1.1 26 43 24 1 0,61 73,61ns
phi064 1.11 24 48 21 1 0,29 86,49ns
umc1605 1.12 27 43 23 1 0,87 64,7ns
umc1823 2.02 28 48 17 1 2,7 2594ns
bnig1537* 2.03 45 29 15 5 31,02 0,00*
bnig1064 2.03 29 43 22 1,72 42,24ns
umc2007 2.04 25 51 16 2 2,85 24,08ns
bnig381 2.04 21 43 29 1 1,9 38,62ns
nc132 2.05 16 57 17 4 6,42 4,03ns
umc1028* 2.05 1 42 41 20,21 0,004*
umc2254* 2.06 39 40 9 6 21,18 0,003*
umc1560 2.07 22 54 18 2,43 29,74ns
mmc0191 2.07-08 5 50 16 3 2,67 26,32ns
phi127 2.08 23 49 22 0,19 90,87ns
umc1320 2.08 13 50 28 3 5,84 5,41ns
bnig1325 3.02-03 20 50 16 8 2,65 26,57ns
bnlg1523 3.03 29 48 17 3,11 21,16ns
bnig1638* 3.04 41 35 15 3 19,7 0,005*
bnig1904 3.04 32 51 9 2 12,59 0,19ns
umc1223 3.04 24 50 19 1 1,07 58,73ns
umc2002 3.04 19 54 20 1 2,44 29,51ns
umc1908 3.04 23 53 16 2 3,2 20,23ns
umc2263* 3.04 11 32 50 1 41,75 0,00*
bnig1035 3.05 36 37 17 4 10,87 0,44ns
phi053 3.05 32 28 30 4 12,93 0,15ns
umc1839* 3.05 12 32 47 3 34,93 0,00
bnlg197* 3.06 77 11 6 162,4 0,00*
umc1148* 3.07 39 36 9 10 23,14 0,001
umc1489* 3.07 43 38 10 3 26,41  0,00*
umc1594 3.09-10 27 42 24 1 1,07 58,73ns
nc135 4.01 30 34 30 7,19 2,74ns
umc1276 4.01 22 35 37 10,92 0,426ns
nc004 4.03 26 44 24 0,47 79,13ns
phi021 4.03 26 42 25 1 0,89 64,003ns
phi079 4.05 21 49 21 3 0,54 76,4ns
bnig2291 4.06 11 58 21 4 9,73 0,77ns
umc2391 4.06 22 49 22 1 0,27 87,42ns
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Continuagao Tabela 2.

Classes
Marcador Bin Ai{A1 AtAy Ao Ay Perdido X?  Prob.(%)
umc1051 4.08 22 45 27 0,7 70,4ns
umc1240 5.00 23 51 18 2 1,63 44,25ns
umc1705 5.03 23 47 22 2 0,06 96,79ns
umc1019* 5.06 40 31 21 2 17,63 0,015*
umc1153 5.09 34 46 13 1 9,49 0,87ns
bnig1600 6.00 26 42 25 1 0,89 64,00ns
umc2309 6.00 18 53 23 2,06 35,63ns
bnig1432 6.01 28 38 27 1 3,13 20,92ns
bnlg2097 6.01 30 39 23 2 3,2 20,23ns
bnig1165 6.01 26 44 24 0,47 79,13ns
umc1006 6.02 26 47 21 0,53 76,65ns
nc010 6.04 22 53 19 1,72 42,24ns
bnig345 6.06 30 40 20 4 3,33 18,89ns
phi089 6.08 26 39 28 1 2,51 28,57ns
mmc0171 7.00-01 34 40 17 3 7,68 2,15ns
umc1066 7.01 27 53 13 1 6,03 4,90ns
phi034 7.02 34 41 16 3 8,01 1,82ns
umc1015 7.03 23 50 20 1 0,72 69,75ns
bnlg669 8.03 21 55 17 1 3,45 17.,8ns
umc1984* 8.03 9 22 62 1 86,23 0,00*
umc1562 8.05 32 46 16 549 6,43ns
bnlg666 8.05 31 50 13 7,28 2,63ns
umc1933* 8.08 48 34 9 3 39,24 0,00*
bnig1724 9.01 16 41 34 3 8,01 1,82ns
umc1958 9.01-02 26 45 20 3 0,8 66,96ns
umc1037 9.02 27 49 18 1,89 38.,8ns
umc1634* 9.03 22 27 45 28,28 0,00*
phi022 9.03 30 46 14 4 5,73 5,69ns
bnlg1375 9.07 28 44 21 1 1,32 51,62ns
bnlg1525 9.07 19 50 21 4 1,2 54,88ns
umc1319* 10.01 45 18 21 10 4114 0,00*
mzetc34* 10.04 22 25 46 1 32,27 0,00*
umc1246 10.04 30 48 16 421 12,17ns
phi084 10.04 38 41 13 2 14,67 0,07ns
umc1077* 10.04 16 17 60 1 79,07 0,00*
umc1038 10.07 24 50 20 0,72 69,65ns

Nivel critico para a Prote¢gao Bonferroni: 0,0625%
*: Valor abaixo do nivel critico especificado
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Entretanto, a auséncia do padrdao mendeliano tipico nos locos é
chamada de distor¢do da segregacdo mendeliana. No presente trabalho,
17 marcadores (20,73% dos marcadores) apresentaram distorcdo de
segregacao. A distorcdo de segregacdo é a fracdo do desvio de
segregacao em relacdo a razao Mendeliana esperada (XU, 2008).
Embora seja indesejavel para o mapeamento genético, a distorgdo na
segregacao dos marcadores é um fendbmeno comum em analises
genbmicas. Veldboon e Lee (1994) verificaram distorgdo na segregagao
de marcadores de 9% nas familias F; e de 29% entre RILs. Em outras
culturas, como na soja, Yang et al. (2000) verificaram 37% de distorgcéo
na segregacdo para marcadores AFLP; Zhang et al. (2004) obtiveram
distorcao de 17% para marcadores RFLPs, SSR e EST e Tasma et al.
(2001) detectaram entre 8,8 a 10,7% de distor¢do para marcadores
RFLPs.

Em plantas, a distorgdo na razdo de segregacdo de marcadores
pode ser atribuida a uma série de causas genéticas e fisiologicas
(GRANT, 1975), podendo ser pela transmissao diferencial de alelos de
linhagens germinativas macho e fémea (YANAGIHARA et al., 1995), e a
selecao que ocorre em uma ou mais fases do ciclo de vida da planta:
esporogénese, no desenvolvimento da semente ou na germinagao de
sementes (GRANT, 1975), efeito de amostragem. Outra possivel causa
da distorcao de segregacao é a duplicacdo de marcadores. Isto pelo fato
de o milho possuir regides de duplicagdo cromossdmica, por exemplo, a
homlogia entre os cromossomos 1 e 5; 2 e 7 com segmentos, duplicados.
As duplicagdes cromossémicas ocorridas no genoma do milho, espécie
dipldide, tém sido interpretadas como evidéncia da origem a partir de um
ancestral poliploide (GAUT et al., 2000). Outras possiveis causas de
distorcdo na segregacao é a selegdo zigotica ou gamética, sendo que
esta ultima afeta a distorcdo de varios locos proximos aquele afetado pela
selecdo. Se a distor¢do da segregacao é detectada somente em um loco,
a chance é alta que seja devida a duplicagado de marcadores.

O uso de marcadores que apresentam distorcdo de segregagao
deve ser cauteloso. Os locos que apresentam distorcdo mendeliana
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afetam os testes estatisticos para a deteccao da ligacdo, podendo gerar
falsos positivos (LIU, 1998). Eles podem apresentar informagdes
genéticas importantes, embora possam alterar as distancias e ordens
lineares de outros marcadores no grupo de ligacdo (OLIVEIRA et al.,
2004). Estes autores sugerem que a utilizagdo de marcadores que
apresentam distorgdo de segregagdo sejam apenas daqueles que
conferem pequeno grau de alteragdo das distadncias no mapa, quando
acrescidos.

Xu (2008) considera que a inclusdo de marcadores com distor¢do na
segregacao € pertinente, entretanto este procedimento requer nova
estimagdo da frequéncia de recombinacdo. Este autor tem utilizado
marcadores que apresentam distorcdo na segregacdo para o
mapeamento de QTL. Ele acrescenta que ignorar locos com distor¢éo na
segregacao muitas vezes limita o mapeamento e a deteccdo de QTLs
importantes para o carater em questao.

Neste trabalho, optou-se por utilizar todos os marcadores, até
mesmo 0s que apresentaram distor¢do de segregagao, para gerar o mapa
de ligacao (Figura 1). Dos marcadores ligados, foram gerados 17 grupos
de ligagao, representando segmentos dos cromossomos 1, 2, 3,4,6, 7, 8,
9 e 10, cobrindo 825,03 cM do genoma do milho. O genoma do milho tem
o tamanho de 2.061.021.377 pb (http://www.maizesequence.org) e
segundo Lynch & Walsh (1998) a relacdo entre distdncia de mapa e
distancia fisica compreende a 3.0 x 10° kpb do genoma hapléide, 1.400
cM tamanho de mapa e 2.140 kb/cM.

A maioria dos marcadores foi ligada nas posi¢des coerentes com o
mapa de milho da populagdo IBM22008 (http://www.maizegdb.org).
Entretanto, os marcadores umc1839 bin 3,05, mzetc34 bin 10,04,
umc1984 bin 8,03 e umc1319 bin 10,01 ndo foram ligados corretamente,

conforme as posicdes na populacao IBM.
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GL 1 GL 2

A— umc2224 1.00-1.01 l— bnig1537 *2.03
20,94 .
29,64
H— bnig109 1.00
992 —
H— bnig1083 1.02 bnig1064 2.032
% 10,44
}— ume1385 1.055 j— bnig381 204 2
10,97 i .
umci590 1,06 5 umc2254 206 1 2 4
J— umcieos 1.12 4 26.01
— umc2007 2041 2 4
3545
24 87
Legenda:
umci630 1.11 4 s ok 1 2
i —_
14.27 i o 1= IFMF
L phloB4  1.11 2 29 0l umci560 2.07 2=AP
6.23 —4 ~ mmc0191 2.07-2.08 3=PG
21 17 2 ] phi127T 2.08 4=FM
5=PROL
umc1B862 1.1 * ] 5
- com distorcado de
segregacao

Figura 1. Mapa de ligagéo da populag&o F..3 proveniente do cruzamento entre as linhagens L31.2.1.2 e L2.3.2.1. A direita estdo os

marcadores moleculares e os respectivos bins, a esquerda as distancias em cM calculadas pela funcdo de Kosambi.
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Continuagao da Figura 1...
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Continuagao da Figura 1...
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Neste trabalho, dos 586 primers SSR avaliados, 112 foram
polimorficos (19%), 423 monomorficos (72%) e 51 falharam (8,7%). O
percentual de polimorfismo dos marcadores entre as linhagens parentais
foi extremamente baixo, o que muito contribuiu para a baixa saturacédo do
mapa de ligagao.

Bento (2006) utilizou 139 marcadores microssatélites para
construgdo de um mapa cobrindo 1858,61 cM para populagédo de milho
tropical tolerante a seca. Guo et al. (2008) utilizaram 101 marcadores
SSR que cobriram um total de 1395,2 cM do genoma do milho. Zheng et
al. (2009) utilizaram 115 marcadores SSR polimdrficos para cobertura de
1431 cM do genoma do milho.

Provavelmente, a proximidade genética entre as linhagens parentais
tenha dificultado a saturagao do mapa de ligagdo. Embora o tamanho total
do mapa de ligacdo de 825,03 cM e o numero de marcadores
microssatélites empregados para a constru¢do do mapa nao tenham sido
satisfatérios em relacao a literatura, foi possivel a deteccao de QTLs para

as caracteristicas relacionadas a tolerancia a seca no milho.

3.2. Analise de associacao entre marcador e QTL pelo método

da marca simples

As Tabelas 3 e 4 explicitam as significancias para os estimadores 31

e B.e o R? para cada caracteristica.
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Tabela 3. Estimativas dos efeitos aditivos (81), de dominancia (B.) e R?
para os locos, nos ambientes sem estresse e com estresse,

safra de 2006, pelo método marca simples

Intervalo entre florescimentos masculino e feminino

Sem Estresse Com Estresse

Marca B1 B2 R?(%) Marca B1 B2 R?(%)
umc1594 0,04ns -0,30* 5,06 umc1395 0,29* -0,01ns 5,84
nc135 -0,23* -0,04ns 7,26 umc1709 0,13ns -0,42* 10,00
umc1276 0,19* 0,18ns 5,46 umc1823 0,09ns -0,39* 5,69
umc1051 0,28** -0,07ns 9,47 umc2007 -0,24ns 0,40* 7,98
umc1153 -0,19ns 0,35* 7,37 bnig1638 0,13ns 0,48* 11,32
umc1077 0,16ns 0,39* 5,96 umc1839 0,29* 0,12ns 5,68
umc1276 0,28* -0,04ns 7,03

umc1933 -0,59** 0,20ns 20,16

bnig1724 -0,35* -0,24ns 8,82

umc1077 0,04ns 0,71** 10,74

Altura de Plantas

Sem Estresse Com Estresse

Marca B1 B2 R3(%) Marca B1 B2 R?(%)
umc1395 -0,67ns -5,08** 7,45 umc1395 0,57ns -4,61* 5,28
umc2007 4,09** -2,19ns 8,05 bnlg381 1,74ns 4,45* 5,92
nc132 4.87** -1,06ns 9,98 umc2254 4 57* -3,43ns 7,21
umc2254 3,51* -2,73ns 4,68 bnlg197 -0,53ns 10,0** 9,37
bnig1325 -3,65* 3,75ns 9,01 umc1148 0,14ns -5,69* 7,42
bnig1523 -2,90* -0,12ns 4,42 umc1489 0,18ns 4,76* 5,53
bnig1638 -3,42* 0,53ns 6,29 nc135 -3,36** 3,25ns 9,52
umc1223 -3,05* 3,11ns 6,65 nc004 -3,30* -0,81ns 5,94
umc1908 -2,55ns 4,15* 6,56 phi021 -3,40* -0,12ns 6,42
bnlg1035 -2,80* -1,89ns 6,72 umc1051 -0,23ns 4,24* 4,50
bnig197 -2,43ns 8,81* 6,66 phi034 -1,24ns -5,7** 10,13
nc135 -3,44** -1,66ns 8,98 umc1984 1,69ns 6,68 6,27
umc1276 -2,62* 3,36ns 8,55 umc1037 3,06* 1,02ns 4,89
nc004 -4,02** -1,33ns 10,01 bnig1375 -1,88ns -4,33* 7,03
phi021 -4,23** -0,74ns 10,83
umc1705 -1,35ns -4,44* 6,56
phi034 -0,16ns -5,15* 7,31
umc1984 -0,17ns 6,70** 9,42
umc1037 3,95** 0,16ns 8,10
bnlg1375 -2,12ns -6,47** 14,89

Producao de Graos
Sem Estresse Com Estresse

Marca B1 B2 R?(%) Marca B1 B2 R?(%)
nc132 407,12* 164,77ns 5,89 | umc1395 317,57* -74,78ns 6,35
umc1028 211,81ns 534,79* 5,29 | umc1590 272,74* 90,87ns 4,86
umc2254 461,85* -385,18ns 6,35 | umc1605 32,09ns 412,83* 5,55
bnig1523 -321,80* 40,915ns 4,30 | umc2254 306,78ns  -513,21* 6,87
umc1223 -132,00ns 465,80 5,21 phi053 107,20ns  -499,12* 7,98
umc1908 -189,01ns 510,80* 6,35 | bnig197 -363,68* 750,95* 6,58
bnig197 -698,72** 1419,05** 16,71 | umc1489 -578,05**  770,10** 20,01
umc1489 -211,68ns 577,04* 5,77 | umc1066 -52,30ns  -452,58* 7,03
umc1066 -252,56ns -494,36* 9,58 | umc1933 -68,22ns 473,29* 5,72
bnlg669 -344,39* -120,25ns 4,84 | umc1077 -52,26ns  633,26** 8,65
umc1984 -186,61ns 512,96ns 7,92
umc1933 -88,15ns 583,17* 5,98

Continua...
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Continuagao da Tabela 3...

Folhas Mortas

Sem Estresse

Com Estresse

Marca B1 B2 R%(%) Marca B1 B2 R*(%)
mmc0191 -0,00ns 0,01* 4,51 umc1605 -0,07** -0,06ns 13,02
umc1320 -0,01ns -0,01* 7,48 | umc2007 -0,05ns 0,08* 7,69
bnlg197 0,01* -0,01ns 5,83 | nc132 -0,07* 0,04ns 7,73
umc1489 0,00ns -0,01** 8,78 umc1320 -0,00ns -0,08* 5,50
umc1276 0,01* 0,00ns 5,23 | bnlg1638 0,01ns 0,09* 7,85
nc004 0,00ns 0,01* 4,46 | bnig1904 0,06* -0,04ns 4,77
bnlg2097 0,00ns -0,01* 6,97 | umc1223 -0,00ns 0,09** 7,26
bnig345 0,00ns -0,01* 4,94 | umc2002 -0,00ns 0,10** 9,04
umc 1634 0,01** 0,00ns 7,38 | umc2263 0,01ns 0,11** 8,77
umc1077 -0,01** 0,00ns 10,61 | bnig1035 -0,02ns 0,09* 7,28

bnlg197 0,11** -0,03ns 12,46
umc1489 0,17** -0,13** 38,71
umc2391 0,02ns 0,07* 5,38
phi089 -0,05* -0,03ns 5,13
Prolificidade
Sem Estresse Com Estresse

Marca B1 B2 R%(%) Marca B4 B2 R%(%)
umc1395 0,07** -0,02ns 8,07 | umc1590 0,06* -0,02ns 4,37
umc1590 0,08** -0,08* 13,95 | umc1605 0,01ns 0,09* 4,93
umc1709 -0,06* -0,10* 7,99 | umc2254 0,03ns -0,11* 5,40
umc1862 0,06* -0,01ns 5,61 umc1560 -0,03ns -0,10* 7,48
phi064 0,06* 0,02ns 5,48 | mmc0191 -0,04ns -0,09* 7,54
bnlg1537 0,08** -0,01ns 9,77 | phi127 -0,01ns -0,09* 4,63
umc1223 -0,02ns 0,08* 4,67 | phi053 0,03ns -0,13** 10,71
bnlg1035 -0,05* 0,06ns 5,35 | bnig197 -0,10* 0,09ns 5,94
bnig197 -0,07ns 0,16* 6,52 | umc1489 -0,18** 0,19** 31,72
bnig1600 -0,06* 0,04ns 7,35 | phi021 0,02ns -0,08* 4,41
umc2309 -0,08** -0,01ns 8,33 | umc1705 0,00ns 0,09* 4,88
bnig1432 -0,06* 0,01ns 7,03 | umc1006 -0,07* -0,02ns 5,35
bnlg2097 -0,06* 0,04ns 7,13 | umc1015 0,08** 0,02ns 7,39
bnig1165 -0,07** 0,01ns 7,62 | umc1246 -0,00ns 0,10* 5,53
umc1006 -0,07* -0,04ns 7,39 umc1077 0,01ns 0,15** 8,05
bnlg669 -0,08* 0,03ns 7,24
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