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APRESENTACAO

A area de melhoramento genético € um sub-ramo da genética que visa identificar,
aperfeicoar, selecionar, preservar e utilizar caracteristicas de interesse produtivo e
comercial em plantas e animais. Selecionar gendtipos e fendtipos de interesse nos
variados organismos vem sendo feito desde o inicio da agricultura e da pecuaria, nos
primérdios da civilizagao, através de selecao artificial.

Atualmente, a area de melhoramento genético conta com inumeras ferramentas
para a selecao de caracteristicas desejaveis; como marcadores morfolégicos
e moleculares, criopreservacdo, transgenia, cruzamentos e construcdo de
germoplasmas.

A obra "Genética e melhoramento de plantas e animais" é composta de uma
criteriosa selegcao de trabalhos cientificos e de revisbes de literatura organizados
em 10 capitulos distintos, elaborados por pesquisadores de diversas instituicoes
que apresentam temas diversificados e relevantes. Este e-Book foi cuidadosamente
editado para académicos e estudantes de todos os niveis (graduacéao e pés-graduacao)
que apresentem interesse nesta area, no qual encontrardo informacéo e resultados
de pesquisas de ponta.

E inegavel a crescente demanda de estudos e pesquisas direcionadas ao
melhoramento das espécies, especialmente em um pais tido como uma das maiores
poténcias agricolas e pecuarias do mundo. O futuro do melhoramento genético &
fascinante e extremamente promissor no Brasil € no mundo, e certamente sera uma
das forcas motrizes da produgao animal e vegetal e do desenvolvimento cientifico,
tecnolégico e humano.

Magnélia de Aratjo Campos
Rafael Trindade Maia
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CAPITULO 1
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CARACTERIZACAQO POLINICA DE Theobroma grandiflorum
(WILLD. EX SPRENG.) K. SCHUM
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RESUMO: Theobroma grandiflorum (Willd.
ex Spreng.) K. Schum (cupuaguzeiro) € uma
espécie frutifera nativa da Amazénia de grande
importancia para agricultura familiar no norte
do Brasil, especialmente pela comercializacéo
da polpa e semente de seus frutos. Objetivou-
se, com esta pesquisa, avaliar os aspectos
reprodutivos de T. grandiflorum por meio do
indice meiotico, da citoquimica, viabilidade e
morfologia polinica. Foram coletados botbes
florais em pré-antese de cinco individuos e
fixados em solucdo de alcool absoluto: acido
acético (3:1) por 24 horas e armazenados em
alcool 70% até posterior uso. O indice meidtico
(IM), foi estimado pela contagem de produtos
pbs-meidticos. A analise da viabilidade polinica
foi realizada pelo método colorimétrico,
utilizando o corante reativo de Alexander. Para
a citoquimica, foram utilizados os corantes
sudan IV e lugol 2%, que coram lipidios e
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amido, respectivamente. Para a caracterizagdo polinica utilizou-se o método de
aceto6lise sendo as avaliagdes realizadas em 25 gréos de poélen fotografados em vista
polar e equatorial. Os resultados indicam que a espécie possui indice meibético alto,
com média de 96,45%. A porcentagem de viabilidade polinica foi superior a 95% para
os cinco individuos avaliados. O grdo de polen de T. grandiflorum foi caracterizado
como pequeno, oblato esferoidal, 3-colporados com exina reticulada. T. grandiflorum
apresenta regularidade meidtica, refletida na alta viabilidade polinica e apresenta
amido como material de reserva nos gréos de poélen. Esses resultados serdo uteis no
estabelecimento e manuteng&o de cultivos comerciais e programas de melhoramento
da espécie, bem como auxiliardo futuros estudos palinoldgicos.

PALAVRAS-CHAVE: Aspectos reprodutivos; Caracterizacao polinica; Cupuaguzeiro.

EVALUATION OF THE MEIOTIC INDEX, FEASIBILITY AND POLLEN CHARACTERIZATION
OF Theobroma grandiflorum (WILLD. EX SPRENG.) K. SCHUM

ABSTRACT: Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum (cupuacguzeiro) is a
native Amazonian fruit species of great importance for family farming in northern Brazil,
especially for the commercialization of the pulp and seed of its fruits. The objective of this
research was to evaluate the reproductive aspects of T. grandiflorum using the meiotic
index, cytochemistry, viability and pollen morphology. Pre-anthesis flower buds were
collected from five individuals and fixed in absolute alcohol: acetic acid (3: 1) solution
for 24 hours and stored in 70% alcohol until further use. The meiotic index (MI) was
estimated by counting post-meiotic products. Pollen viability analysis was performed
by colorimetric method using Alexander reactive dye. For cytochemistry, sudan IV and
lugol 2% dyes the were used, which stain lipids and starch, respectively. For pollen
characterization the acetolysis method was used and the evaluations were performed
on 25 pollen grains photographed in polar and equatorial view. The results indicate that
the species has a high meiotic index, with an average of 96.45%. The pollen viability
percentage was higher than 95% for the five evaluated individuals. The pollen grain
of T. grandiflorum was characterized as small, spheroidal oblate, 3-colporated with
reticulated exine. T. grandiflorum presents meiotic regularity, reflected in the high pollen
viability and presents starch as a reserve material in pollen grains. These results will
be useful in establishing and maintaining commercial crops and breeding programs, as
well as assisting future palynological studies.

KEYWORDS: Reproductive aspects; Pollen characterization; Cupuacuzeiro.

11 INTRODUCAO

Afamilia Malvaceae, apresenta uma distribuicdo predominantemente pantropical
e abrange cerca de 243 géneros e 4.225 espécies (MOBOT, 2019). Nesta familia,
encontra-se 0 género Theobroma, tipicamente neotropical, representado no Brasil
por 13 espécies, das quais cinco sao endémicas (FLORA DO BRASIL 2020 EM
CONSTRUCAO, 2019).
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No género Theobroma destaca-se a espécie Theobroma grandiflorum (Willd.
ex Spreng.) K. Schum. (cupuaguzeiro), uma planta frutifera nativa da Amazénia e
de grande importancia para a agricultura familiar no norte do Brasil. Sua importancia
estéa relacionada a comercializacéo de seus frutos para fabricacdo de doces, sucos,
geleias, sorvetes, licores, compotas, e de suas sementes, para a obtencédo de
chocolate de excelente qualidade, conhecido como cupulate (ALVES et al., 2007).
A continua expanséo do comércio de cupuagu tem gerado uma demanda crescente
pelo produto, garantindo ao produtor a segurangca de venda da producdo agricola
dessa espécie (SILVA et al., 2016).

Em meio as frutas tropicais nativas da Amazdnia, o cupuagu € aquela que reune
as melhores condicdes de aproveitamento industrial (CHAAR, 1980), porém, em geral,
um dos maiores problemas encontrados nas plantacbes comerciais de cupuacu é a
baixa produtividade (ALVES et al., 2008), devido ao material de plantio empregado
nao ser selecionado e apresentar susceptibilidade a doencas como, por exemplo, a
vassoura da bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa (THOMAZELLA et
al., 2012; NETO et al., 2015).

A baixa produtividade dessa espécie é fortemente influenciada pela reducao
da fertilidade devido a problemas de polinizacdo e autocompatibilidade. A fraca
conversao de flores em frutos € atribuida a presenca de barreiras naturais que afetam
o numero de flores polinizadas (VENTURIERI, 2011).

Portanto, estudos sobre indice meibtico, viabilidade, citoquimica e morfologia
dos gréos de p6len podem fornecer informacdes a respeito da propagacao da espécie,
auxiliando na escolha dos graos de pdlen viaveis, o que influencia diretamente o
sucesso dos cruzamentos (CABRAL et al.,, 2013) e a selecdo de gendtipos para
programas de melhoramento (HISTER et al., 2016), na conservagao dos seus recursos
genéticos e na elucidagdo de caracteristicas que propiciem um melhor entendimento
taxondmico e biossistematico (OLIVEIRA et al., 2018).

Diante do exposto, objetivou-se, com esta pesquisa, avaliar aspectos reprodutivos
de T. grandiflorum por meio do indice meibtico, da citoquimica, viabilidade e morfologia
polinica.

2|1 METODOLOGIA

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Vegetal e Biologia
Molecular do Centro de Pesquisa e Tecnologia da Amazdénia Meridional (CEPTAM)
na Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus Universitario de Alta Floresta,
situado no norte do estado de Mato Grosso. Em agosto de 2017, flores e botdes
florais em pré-antese foram coletados de cinco individuos de T. grandiflorum (Figura
1A-C) localizados no perimetro urbano do municipio de Alta Floresta - MT. O material
foi fixado em solucdo de alcool absoluto: acido acético (3:1) por 24 horas, em
temperatura ambiente, e logo apés transferidos para alcool 70% e mantidos a 4°C até
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uso posterior.

Figura 1: Theobroma grandiflorum. A: Individuo adulto; B: Botbes florais em pré-antese; C:
Antese.

2.1 indice meiético

Para a estimativa do indice mei6tico (IM) foi utilizado um mix com botdes florais
em pré-antese (Figura 1B) de todos os individuos. Para observagao das células em
pds-meiose foram preparadas oito laminas utilizando a técnica de esmagamento da
antera sobre a lamina (GUERRA; SOUZA, 2000) e o material foi corado com orceina
acética 2%. O tamanho dos botdes florais foi mensurado em (mm), com auxilio de
paquimetro digital de precisdo Mitutoyo, a fim de correlacionar o tamanho dos mesmos
com a fase de desenvolvimento do gameta masculino.

Sob microscopia Optica, com aumento de 400x, foram contabilizadas 2000
células, 250 por lamina, sendo que as tétrades com células de mesmo tamanho foram
consideradas produtos p6s-meibticos normais e mbénades, diades, triades e poliades
foram consideradas produtos pés-meibticos anormais. O indice meibtico foi estimado
pela formula proposta por Love (1949) (1):

1M (%) = (T ) x 100 (1)

onde T € o numero de tétrades normais e N o numero total de produtos pds-
meiobticos contabilizados.

2.2 Viabilidade polinica e citoquimica

Para estimar a viabilidade polinica foi utilizado reativo de Alexander e botdes
florais em pré-antese de cinco individuos. Foram confeccionadas oito laminas por
individuo, sendo contabilizados, sob microscopia 6ptica em aumento de 400x, 250
graos de polen por lamina, perfazendo um total de 2000 por individuo. As laminas
foram preparadas utilizando a técnica descrita por GUERRA e SOUZA (2000) e a
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observacao foi realizada pelo método de varredura. A viabilidade polinica foi estimada
por meio da percentagem de graos de polen viaveis obtidos pela equacéo (2):

Viabilidade do pélen (%) = (L= LNEEE ) 1 2)

nZ de grace contados

Os resultados da viabilidade polinica tiveram sua significadncia determinada por
meio do teste F e as médias foram comparadas pelo teste Tukey, em nivel de 5% de
probabilidade, para comparacao entre os individuos. As analises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do programa Genes (CRUZ et al., 2013).

Para avaliar a presenca de substancias de reserva dos graos de pdlen, foram
empregadas técnicas citoquimicas de acordo com Baker e Baker (1979), com o
corante lugol 2% utilizado para identificacdo de amido e o sudan |V para identificacéo
de lipidios, sendo os graos de poélen classificados como positivo ou negativo para
estas substancias. Foi utilizado um mix com botdes florais, em pré-antese, dos cinco
individuos, sendo contabilizados, sob microscopia 6ptica em aumento de 400x, 250
graos de polen por lamina, perfazendo um total de 2000 para cada corante.

2.3 Morfologia dos graos de pélen

Para analisar morfologia polinica, as anteras dos botdes florais foram submetidas
ao método de acetolise (ERDTMAN, 1943) com algumas modificacées: aumento da
temperatura do banho-maria de 70 a 80 °C para 100 °C por cinco minutos e aumento
do tempo de exposicao a mistura de glicerina e agua destilada de dez minutos para
duas horas, sem a retirada da solucéo antes do preparo das laminas.

As laminas foram preparadas e fotografadas no mesmo dia, para evitar o
intumescimento dos graos de polen. As laminas foram observadas em microscépio
Optico binocular Biocam com magnitude de 400x e 1000x. As imagens foram obtidas
por camera CMOS 1.3 acoplada ao microscépio e com auxilio do sistema de captura
de imagens Tsview 7. Foram mensurados o diametro polar e equatorial em vista
equatorial (grao de poélen perpendicular a vista polar), o diametro equatorial em vista
polar (grao de polen com a area polar voltada para o observador) dos graos de pélen,
a espessura da exina e do apocolpo. As mensuragdes foram realizadas em 25 graos
de pélen tomados ao acaso com auxilio do programa Anati Quanti 2® UFV (AGUIAR
et al., 2007). Os calculos de média aritmética (x), o desvio padrao da média (sx), o
coeficiente de variabilidade (V) e o intervalo de confiancga (IC) a 95% foram realizadas
através do programa Genes (CRUZ, 2013).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os produtos p6s-meiéticos utilizados para o calculo do IM foram encontrados
nos botdes florais que apresentaram tamanhos entre 4,51 e 5,73 mm, com uma
média de 5,39 mm. A percentagem média do IM foi de 96,45% (Tabela 1). De acordo
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com Love (1949), plantas com IM acima de 90% sé&o consideradas citologicamente
estaveis e satisfatérias para programas de melhoramento. Pode-se inferir, portanto,
que a espécie avaliada possui producdo normal de gametas masculinos, embora
também tenham sido observados produtos p6s-meibticos anormais, monade e triade

(Figura 2).
Laminas CBF (mm) Ménade Triade Tétrade IM %
1 4,51 4 10 236 94,4
2 5,42 1 12 237 94,8
3 5,64 5 3 242 96,8
4 5,58 1 4 245 98,0
5 5,30 - 8 242 96,8
6 5,41 - 5 245 98,0
7 5,50 - 10 240 96,0
8 5,73 - 8 242 96,8
Médias 5,39 1,37 7,5 241,12 96,45

Tabela1. Produtos pos-meiéticos e indice Meiético (IM) de cinco individuos de Theobroma
grandiflorum.

CBF (mm): Comprimento do bot&o floral em milimetros.

Figura 2. Produtos p6s-meiéticos de Theobroma grandiflorum. A: M6node; B: Triade; C: Tétrade
e D: Campo com um conjunto de tétrades.

Os botdes utilizados para preparacdo das laminas de viabilidade polinica
e citoquimica mediam entre 9,69 e 15,68 mm, com uma média de 12,27 mm. Os
corantes utilizados para avaliagdo da viabilidade e citoquimica dos gréos de poélen
foram eficazes para distincdo dos polens vidveis e inviaveis (Figura 3A) e para a
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determinac&o do conteudo de reserva (Figura 3B e 3C).

!
] &=
9,61 pm

Figura 3. Graos de p6len de Theobroma grandiflorum. A: Reativo de Alexander (seta continua:
polens viaveis; seta pontilhada: polens inviaveis): B: Lugol (seta continua: amido-positivo e seta
pontilhada: amido-negativo) e C: Sudan IV (lipidio-negativo).

9,61pm 9,61um

Para o reativo de Alexander foram considerados gréos de pélen viaveis aqueles
sem deformidades e com interior corado de purpura e a parede de verde, enquanto
graos de pélen inviaveis apresentavam aspecto vazio, somente com coloracao
esverdeada (Figura 3A). Analises utilizando o reativo de Alexander para estimativa
da viabilidade polinica fornecem dados acurados, pois se obtém uma coloragcéao
diferencial dos polens viaveis e ndo viaveis, devido a utilizacdo simultanea de verde
malaquita e fucsina acida, os quais apresentam dupla coloragcédo. O verde malaquita
tem afinidade pela celulose presente na parede celular, corando-a de verde, enquanto
que o protoplasma é corado pela fucsina acida, de modo que, por ndao apresentarem
protoplasma, os graos de polen abortados coram-se de verde (ALEXANDER, 1980).

A taxa de viabilidade polinica para a espécie apresentou média de 98,23%, sem
diferencas estatisticas entre os individuos (Tabela 2).

Individuos Reativo de Alexander
AFO1 97,45
AF02 98,10
AF03 98,45
AF04 98,13
AF05 99,00
CV% 1,61

Tabela 2. Porcentagem da viabilidade dos graos de poélen de Theobroma grandiflorum.

Segundo Souza et al. (2002), valores de viabilidade polinica acima de 70% séo
considerados altos, de modo que os resultados obtidos nesse trabalho, indicam que
os individuos estudados apresentam alta quantidade de polens viaveis. Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos com espécies do mesmo género,
Theobroma cacao e Theobroma subincanum, realizados por Cabral at al. (2013) e
Arenas-de-Souza et al. (2016), respectivamente, onde a viabilidade foi superior a

90%.
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Os resultados da viabilidade polinica sdo concordantes com os resultados do
indice meidtico, demonstrando que os individuos avaliados possuem regularidade
meibtica, expressa na alta porcentagem de gréos de polen viaveis. Esse resultado &
um indicativo de que a formacao dos gametas nao influencia na baixa a produtividade
da espécie, descrita por alguns autores (FALCAO E LLERAS, 1983; VENTURIERI,
2011).

As analises colorimétricas realizadas com os corantes lugol e sudan
IV revelaram que os grdos de polen de T. grandiflorum apresentam amido como
substancia de reserva (Figura 3B) e que o lipidio esta ausente, uma vez que os graos
de polen submetidos ao sudan IV ndo coraram (Figura 3C).

A presenca de amido no pélen € uma adaptacao para evitar a acédo de insetos
nao polinizadores que se alimentam de polen, além de ser importante na manutencao
viabilidade do grao de pélen, pois o amido é total ou parcialmente convertido em
glicose, frutose, sacarose e pectinas que aumentam a sua resisténcia em ambientes
hostis, bem como auxiliam na germinag¢ao do tubo polinico (BAKER; BAKER, 1979;
RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2003; PACINI et al., 2006).

Os graos de pélen de T. grandiflorum possuem area polar muito grande (abertura
muito curta), sdo pequenos, apresentam formato oblato esferoidal (subesferoidal),
séo 3-colporados e apresentam exina reticulada (Tabela 3 e Figura 4).

Medidas Min. - Max. (um)  x =sx (um)  IC 95% (um) (Co/:’)

Diametro Equatorial (VE) 44,10 — 54,80 48,73 2,87 47,46 — 49,88 5,87
Eixo Polar (VE) 3427-5015  43,96+379 42028-4548 861

Razéo P/E 0,75 0,96 0,90 +0,05  088-092 565
Diametro Equatorial (VP) 26,23-49,08  3845:476 3634-4036 12,39
Apocolpo 0389-4247  30,14+422 2827-3183 14,00
LAP 0,70 - 1,43 079+015  073-085 1877
Exina 3,18 - 4,19 355+026  344-365 7,25

Tabela 3. Medidas dos po6lens de Theobroma grandiflorum submetidos ao método de acetdlise.

x = média; sx = desvio padrdao da média; IC = intervalo de confianga; CV (%) = coeficiente de
variagao; VE = Vista Equatorial; VP = Vista Polar; P/E = Raz&o entre eixo polar sobre diametro
equatorial; I.A.P.= Indice de area polar.
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9,60 ym

Figura 4. Morfologia do polen de Theobroma grandiflorum A: Detalhe da exina reticulada
(ornamentacéo); B: Vista polar com detalhe das aberturas dos colpos; C: Vista equatorial com
detalhe dos colpos.

A caracterizacdo dos graos de poOlen de T. grandiflorum obtidos neste estudo
estdo de acordo com estudo realizado por Saba (2007) com os grados de pdlen
de outras duas espécies do género, T cacao L. e T. subincanum Mart, caracterizando-
0S cOmMo pequenos, oblato-esferoidais a subprolatos e 3-colporados.

De acordo com Oliveira e Pierre (2018), algumas caracteristicas morfolégicas
dos gréaos de pdlen estdo associadas ao tipo de polinizagcdo. Nos individuos de T.
grandiflorum avaliados, a ornamentacao reticulada da exina pode suprir a falta de
lipidios nos grdaos de pdélen, uma vez que a mesma também auxilia na aderéncia
durante o transporte feito por polinizadores e do grao de pélen ao estigma.

41 CONCLUSAO

A espécie T. grandiflorum apresenta regularidade meibtica, confirmada pelo alto
indice meibtico e alta viabilidade polinica. Os graos de p6len apresentam amido como
substancia de reserva e sao classificados como pequenos, 3-colporados com formato
oblato esferoidal e exina reticulada.

As informacbes obtidas neste trabalho auxiliardo na identificacdo da espécie,
principalmente em estudos que necessitem de informagdes morfolégicas, tais como
a paleobotanica, paleoecologia e taxonomia vegetal, sendo uteis também para
implantagao e manutencéo de cultivos comerciais e programas de melhoramento
que envolvam a espécie, pois facilitam a escolha de individuos adequados para
cruzamentos.
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RESUMO: O objetivo do trabalho foi
caracterizar, em dois anos consecutivos, as
cultivares de trigo BRS 327, BRS 331, BRS
374, BRS Guamirim e BRS Parrudo quanto
aos aspectos morfoldgicos, citogenéticos e
moleculares, fornecendo subsidios as analises
de uniformidade e estabilidade genética para
fins de registro e protecdo de cultivares. Os
descritores numero de espiguetas por espiga,
namero de graos por espiga e comprimento do
dente da gluma, apresentaram coeficiente de
variagcao préximo ou acima de 20%. Os gréos de
pblen uninucleados variaram de 1,16 a 1,57%,
os bi/trinucleados, de 95,8 a 98,0% e os vazios
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de 1,20 a 1,52%; o diametro variou de 53,80
a 61,77 um. Para as analises moleculares e
determinacdo da disténcia genética, entre as
cultivares, foi evidenciado trés grupos distintos.
Este trabalho representa uma contribui¢cdo para
o estudo de descritores morfolégicos e permite
inferir sobre a estabilidade genéticade cultivares,
por meio da andlise citologica, e diversidade
genética via marcadores moleculares.

PALAVRAS-CHAVE:
descritores morfoldgicos, distancia genética,

Triticum aestivum,

microssatélites, viabilidade polinica.

MORPHOLOGICAL, CYTOGENETIC
AND MOLECULAR CHARACTERIZATION
OF WHEAT AS SUPPORT TO GENETIC
BREEDING, REGISTRATION AND
PROTECTION CULTIVARS

ABSTRACT: The aim of this work was to
characterize in two consecutive years the
morphological, cytogenetic and molecular
aspects of wheat cultivars BRS 327, BRS 331,
BRS 374, BRS Guamirim and BRS Parrudo
to supply subsidies to the analysis of genetic
uniformity and stability for registration and
protection of plant varieties. The descriptors
number of spikelets by spike, number of
grains by spike and tooth length of glume,
showed coefficient of variation near of above

20%. Considering the cytogenetic analyzes,
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uninucleate pollen grains ranged from 1.16 to 1.57%, Bi / trinucleate 95.8 to 98.0%
and empty from 1.20 to 1.52%, and the diameter ranged from 53.80 to 61.77 um.
For molecular analysis and determination of genetic distance between cultivars were
evidenced three distinct groups. This work represents a contribution to the study of
morphological descriptors and allows us to infer the genetic stability of cultivars by
means of cytological and genetic diversity via molecular markers.

KEYWORDS: Triticum aestivum, morphological descriptors, genetic distance,
microsatellites, pollen viability.

11 INTRODUCAO

O registro e protecao de cultivares exige dois ou trés anos de testes de ensaios
de Valor de Cultivo e Uso (VCU), por regidao de adaptacéao e por Estado, conforme
0 numero de locais, além da determinacdao de Distinguibilidade, Homogeneidade
e Estabilidade (DHE). Esses testes consistem na avaliacdo de uma série de
caracteristicas morfolégicas nos diferentes estadios de desenvolvimento da planta.
Tais caracteristicas, denominadas descritores minimos, sdo especificas para cada
espécie e recomendadas pelo Servico Nacional de Prote¢cdo de Cultivares (SNPC),
vinculado ao Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2019a).

Apesar de recomendado, 0 emprego dos descritores minimos para caracterizacao
de trigo apresenta algumas limitacbes, em virtude das variagdes climaticas e
ambientais. Além da descricdo morfologica, outras metodologias podem auxiliar na
caracterizacdo de espécies vegetais para fins de protecdo e registro. SANTOS et
al. (2017) destacam que os caracteres morfoldgicos e fenoldgicos sdo utilizados na
selecéo, cruzamentos e descricdo de gendétipos e que a sua instabilidade frente a
alteracOes ambientais pode determinar o seu valor na etapa de protecao de cultivares.

Além dos descritores morfolégicos exigidos pelo SNPC, ressalta-se a
necessidade de diferentes métodos adicionais para a completa caracterizacao
de cultivares. A avaliacdo citogenética, principalmente na selecdo assistida em
programas de melhoramento genético € uma metodologia util para a escolha dos
parentais e demais cruzamentos, visando avaliar e inferir de modo rapido e eficiente
a estabilidade genética (TONIAZZO et al., 2018). Os estudos de viabilidade polinica
possibilitam estimar a ocorréncia de células normais e viaveis, bem como de
anormalidades que afetam a fertilidade e que sao responsaveis pela ocorréncia de
progénies desuniformes nos cruzamentos e prejudicam a adaptagao de cultivares a
diferentes ambientes (MORAES-FERNANDES et al., 2000).

J4, o uso potencial de marcadores moleculares para a caracterizacdo de
cultivares, bem como para a determinacéo da similaridade/distancia genética, permite
com maior precisao a analise entre os individuos/gendétipos, uma vez que nao sofrem
a influéncia do ambiente. Com a recente disponibilidade de tecnologias de DNA, que
revelam elevado nivel de polimorfismo, repetibilidade e consisténcia nos resultados,
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€ provavel que os marcadores moleculares passem a ser incluidos no registro e/
ou protecao de germoplasma. Dentro dos programas de melhoramento, o interesse
pela caracterizagcdo molecular ou pelo fingerprinting das cultivares vem crescendo,
prioritariamente para o processo de protecao legal dos genétipos desenvolvidos,
contribuindo para descricdo detalhada dos mesmos (NANDAKUMAR et al., 2004;
SIDDRA, 2011). Isso porque o elevado nivel de resolugéo genética e confiabilidade
possibilita a discriminacdo entre linhagens ou variedades com base genética estreita,
0 que é comum entre variedades comerciais (BOREM, 1999).

No presente trabalho, objetivou-se caracterizar cultivares de trigo quanto aos
aspectos morfologicos, citogenéticos e moleculares, a fim de verificar a uniformidade,
estabilidade e a distancia genética, fornecendo subsidios ao melhoramento genético,
registro e protecao de cultivares.

21 MATERIAL E METODOS

As cultivares de trigo avaliadas foram BRS 327, BRS 331, BRS 374, BRS
Guamirim e BRS Parrudo, cuja escolha deveu-se a constituicdo genética, ao método
de selecdo, a forma de obtencdo e ao ano de langcamento (Tabela 1). As plantas
foram cultivadas em ensaios de VCU no Campo Experimental da Embrapa Trigo —
Passo Fundo, em dois anos consecutivos, sendo a semeadura realizada na época
recomendada pelo Zoneamento Agricola de Risco Climatico para o cultivo de trigo
(BRASIL, 2019b). No primeiro ano, as parcelas foram compostas de nove fileiras de
100 m x 10 m e no segundo, as parcelas foram compostas de nove fileiras de 11,1
m x 1,8 m, sendo o0 espagamento entre linhas de 0,17 m. A condu¢ao dos ensaios foi
realizada de acordo com as indicacdes técnicas (REUNIAO, 2017).

Gendtipos Genealogia Método de selecao
BRS 327 CEP 24/BRS 194 Massal

BRS 331 PF 990606/WT 98109 Duplo-haploide
BRS 374 PF 88618/Koker 80.33//Frontana/Karl Massal

BRS Guamirim EMB 27/Buck Nandu//PF 93159 Genealdgico

BRS Parrudo WT 98109/TB 0001 Genealbgico

Tabela 1 - Cultivares de trigo, genealogias e métodos de selecéo usados na caracterizacao
morfoldgica, citogenética e molecular

Fonte: Adaptada de: Informag6es Técnicas para Trigo e Triticale Safra 2013/Reunido da Comissao Brasileira de
Pesquisa de Trigo e Triticale, 2013.

Para a mensuracdo dos caracteres morfolégicos do primeiro ano, plantas
no estadio 90 da escala de ZADOKS et al. (1974) foram cortadas rente ao solo e
analisados vinte afilhos principais de cada planta por cultivar. Para o segundo ano,
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foram coletadas plantas inteiras e analisados trinta afilhos das cinco cultivares. A
caracterizacao foi de acordo com os descritores minimos para trigo para caracteres
multicategoéricos e caracteres quantitativos, conforme SCHEEREN (1984) e (BRASIL,
2019a).

Os caracteres multicategoéricos avaliados foram: forma do ombro da gluma e
forma do gréao. Os caracteres quantitativos foram: niumero de espiguetas por espiga
e de graos por espiga; comprimento e densidade da espiga; comprimento e largura
da gluma; comprimento do dente da gluma; largura e comprimento do gréo e altura
da planta. Procederam-se as analises de variancia para os caracteres quantitativos
e multivariada para ambos os tipos de caracteres, além da comparacdo de médias
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Para ilustrar a distancia genética
entre as amostras foi estimada a matriz de distancia de Mahalanobis (D?) para os
caracteres quantitativos. Quanto aos caracteres multicategéricos, foi gerada a
distancia euclidiana média. Para demonstrar a relagéo entre as cultivares, mediante
dendrogramas, foi escolhido o método ligagdo média entre grupos (UPGMA). Para
os dois tipos de variaveis foram obtidos a contribuicdo relativa dos caracteres para
divergéncia genética pelo método de SINGH (1981). As analises estatisticas foram
realizadas pelo programa Genes (CRUZ, 2006).

Para as analises da viabilidade polinica e tamanho dos gréos de poélen, a coleta
das espigas foi feita na fase do espigamento completo e antes da antese (Estadio
10.5 da escala de Feekes e Large, proposto por LARGE, 1954). Foram coletadas
25 espigas, fixadas em Carnoy por 24 horas em temperatura ambiente, seguido
de armazenamento a -20 °C. As laminas citol6gicas foram preparadas a partir de
maceracao das anteras, provenientes da regido central das espigas, utilizando o
corante carmin acético 1% e visualizagdo em microscopio 6ptico Olympus — Axiolab,
com aumento de 400x e captura das imagens pelo programa Pinnacle Studio Plus.
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com a
contagem de 100 gréos de poélen para cada uma das 25 laminas por cultivar. Foram
analisadas as porcentagens de graos de pdlen uninucleados, bi ou trinucleados,
vazios ou inviaveis e médias do diametro dos grdos de pélen. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5%, pelo programa Genes (CRUZ, 2006).

No caso das analises moleculares, por meio de marcadores microssatélites,
25 sementes, escolhidas aleatoriamente de cada cultivar, foram germinadas em
papel Germitest até o estadio de plantula, visando a obtencao de tecido foliar para
extracdo de DNA, conforme DOYLE & DOYLE (1990). Inicialmente, foram analisadas
as cultivares individualmente para verificar sua pureza genética, sendo utilizados 12
primers. Apés, foram avaliados 85 primers, disponiveis na literatura e especificos para
trigo, com a estratégia de bulks de DNA, os quais foram escolhidas 16 plantas das 25
analisadas individualmente para cada cultivar. A concentracao final do DNA dos bulks
ficou com 25 ng/ul'. As amplificacées da PCR foram realizadas em 15pl de solugéo
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contendo 0,2 uM de cada primer (forward e reverse), 0,2 mM de cada dNTP, 2,5
mM de MgCl,, 0,75 U de Tag DNA polimerase, tampao 1X e 100 ng de DNA de cada
bulk. As reacdes foram conduzidas em termociclador GeneAmp Thermal Cycler 9700
(Applied Biosystems) utilizando-se a seguinte programacao: um ciclo a 94 °C por 3
min; 5 ciclos de 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 min (decrescendo 1 °C por ciclo até 55 °C),
72 °C por 1 min; 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 1 min; e um
ciclo de 72 °C por 10 min. Os produtos da amplificacdo foram identificados em gel de
agarose 2% com marcador DNA Ladder de 100 pb, voltagem de 100V e visualizados
em fotodocumentador digital GelDoc XR+ (Bio-Rad). A distancia genética entre as
cultivares foi determinada segundo NEI (1972). Os acessos foram agrupados pelo
método UPGMA, onde as cultivares foram consideradas como unidades taxonédmicas
operacionais e as bandas obtidas pelos marcadores como caracteres binarios. O
programa utilizado para a geracao dos dados foi o NTSYS (ROHLF, 1998).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando o primeiro ano de cultivo, os resultados das analises morfologicas
apresentaram variacdo para as seguintes caracteristicas: numero de espiguetas
por espiga (NE), numero de graos por espiga (NG), comprimento da espiga (CE),
densidade da espiga (DE), comprimento da gluma (CGL), largura da gluma (LGL),
largura do gréo (LG) e comprimento do gréo (CG). O coeficiente de variacao foi baixo
ou médio, permitindo a diferenciagao das cultivares com maior exatiddo. Entretanto,
no caso do comprimento do dente da gluma, o CV foi proximo ou maior do que 20%,
indicando que essa caracteristica € menos confiavel para diferenciar uma cultivar.
Tal situacéo pode ser respaldada pelo fato de que nos requisitos minimos do VCU de
trigo para inscricdo no Registro Nacional de Cultivares (RNC), ndo séo considerados
resultados de experimentos com coeficientes de variacao superiores a 20%. Quanto
menor o coeficiente de variagdo (menor ou igual a 15%) mais homogéneo é o conjunto
de dados. Para o segundo ano, os resultados indicaram que para numero de graos
por espiga e comprimento do dente da gluma as cinco cultivares apresentaram CV
proximo ou acima de 20%. Para a caracteristica numero de espiguetas por espiga,
somente as cultivares BRS Guamirim e BRS Parrudo apresentaram CV préximo ou
acima de 20%.

Segundo BEUNINGEN et al. (1997), apesar da ocorréncia indesejavel da
interacdo gendtipo x ambiente na avaliacdo de caracteres morfol6gicos quantitativos
em trigo, esse tipo de estudo apresenta muitas vantagens, tais como a utilizagéo
de gendtipos uniformes com caracteres altamente herdaveis e frequente ocorréncia
de heterose, quando cruzados gendétipos diferenciados a partir de caracteres
morfoldgicos.

Os valores de D, no primeiro ano, indicaram as cultivares BRS 327 e BRS 374
como as mais divergentes. A maior similaridade verificou-se nas cultivares BRS
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331 e BRS Guamirim. Os valores de D para caracteres multicategéricos apontou
as cultivares BRS Guamirim e BRS Parrudo como as mais divergentes, em que a
maior similaridade foi verificada entre as cultivares BRS 331 e BRS Guamirim. Para
0 segundo ano, os valores da D para caracteres quantitativos indicaram BRS 327 e
BRS 374 como as mais divergentes (D= 31,37) e a menor similaridade (D= 8,24) entre
BRS 331 e BRS Parrudo. Para os caracteres multicategéricos, as cultivares BRS 331
e BRS 374 foram as mais divergentes (D= 1,76), ao passo que a menor divergéncia
(D= 0,76) foi verificada entre BRS 331 e BRS Parrudo.

A contribuicao relativa dos caracteres quantitativos e dos caracteres
multicategéricos para divergéncia genética esta apresentada na Tabela 2. Entretanto,
comparando-se 0s dois anos, os resultados foram diferentes, ressaltando aimportancia
de avaliagcbes em mais de um ano, uma vez que 0 ambiente interfere na expressao
dos caracteres.

ANO |
Caracteres Valor Caracteres Valor
quantitativos (%) multicategéricos (%)
Numero de espiguetas por espiga 10,80 Comprimento da espiga 13,95
Numero de graos por espiga 9,67 Densidade da espiga 5,81
Comprimento da espiga 26,04 Forma do ombro da gluma 32,56
Densidade da espiga 10,57 Comprimento da gluma 2,33
Comprimento da gluma 17,45 Largura da gluma 2,33
Largura da gluma 1,73 Comprimento dente da gluma 3,49
Comprimento dente da gluma 10,01 Comprimento do grao 2,33
Largura do gréo 4,51 Forma do gréo 37,21
Comprimento do gréo 9,23

ANO I
Caracteres Valor Caracteres Valor
quantitativos (%) multicategéricos (%)
Altura da planta 27,38 Altura da planta 14,55
Numero de espiguetas por espiga 0,74 Comprimento da espiga 18,18
Numero de graos por espiga 5,31 Densidade da espiga 12,73
Comprimento da espiga 7,39 Forma do ombro da gluma 50,91
Densidade da espiga 15,53 Comprimento da gluma 3,63
Comprimento da gluma 15,53
Largura da gluma 1,50
Comprimento dente da gluma 15,11
Largura do gréo 11,38
Comprimento do gréo 0,16

Tabela 2 - Contribuicao relativa dos caracteres quantitativos e multicategéricos, em dois anos
consecutivos de analises, para a divergéncia genética das cultivares de trigo BRS 327, BRS
331, BRS 374, BRS Guamirim e BRS Parrudo, pelo método de Singh (1981)
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Quanto aos dendrogramas obtidos para os caracteres quantitativos e,
considerando apenas o primeiro ano de cultivo (Figura 1A), foi observado uma diviséo
das cultivares em quatro grupos: um para a cultivar BRS 331 e BRS Guamirim,
evidenciando que, de uma maneira geral, apresentam uniformidade para os caracteres;
um para BRS 374; um para BRS 327 e um grupo para a cultivar BRS Parrudo. Para
o dendrograma dos caracteres multicategoricos (Figura 1B) também se formaram
0S mesmos quatro grupos, considerando-se, em ambas as analises, como ponto de
corte de 50% de distancia relativa entre as amostras.

A

BRSIH
Guamirim J
BRSI
BRS32
Parrudo J

0 10 0 0 4 50 60 n a0 9 100
0 263 56 18 1052 1318 178 184 o 267 83

BRI

Guamirim

BRS37T4 |

BRS3T
Parrudo

0 A6 32 4 5 kil a7 113 13 146 162

Figura 1. Dendrogramas obtidos pelo método de agrupamento UPGMA para os caracteres
quantitativos (A) e multicategéricos (B), no primeiro ano de analise, para as cultivares BRS 327,
BRS 331, BRS 374, BRS Guamirim e BRS Parrudo. Ponto de corte de 50% de distancia relativa

entre as amostras.

BERTAN et al. (2007) estimaram a distancia genética entre gendétipos de trigo
sul-brasileiros para estabelecer o grau de associagdo entre caracteres fenotipicos
e de coeficiente de parentesco e estabelecer o grau de associacéo entre as duas
estimativas de distédncia genética avaliadas. Os resultados revelaram auséncia de
associacao, pelo fato de ndo haver genealogia comum entre alguns dos genoétipos
testados ou inexisténcia de dados genealbgicos de alguns gendtipos.

Considerando a andlise de viabilidade polinica (Tabela 3), a menor porcentagem
de gréaos de pélen uninucleados observada na cv. BRS 331 (duplo-haploide) é atribuida
ao ciclo super precoce dessa cultivar. Por outro lado, a cv. BRS Guamirim, apesar de
ser precoce a super precoce, tem longo periodo de florescimento (periodo de antese
superior a trés semanas).




Cultivar Uninucleados Bi/Trinucleados Vazios Tamanho Diametro

Y% % Y% um
RS Parrudo 1,3 Ab 96,88 a 1,5 a 1,18 b 53,80 c
BRS 331 12 B 97,32 a 1,2 a 156 a 57,96 b
BRS 16 A 95,84 a 1,5 a 125 b 58,60 ab
BRS 327 1,2 Ab 98,00 a 1,3 a 1,31 ab 61,26 ab
BRS 374 1,4 Ab 96,96 a 1,2 a 142 ab 61,77 a

Tabela 3 - Porcentagem de graos de pélen unicleados, bi/trinucleados, vazios, tamanho e
diametro nas cultivares BRS Parrudo, BRS 331, BRS Guamirim, BRS 327 e BRS 374

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5%.

Esse tipo de analise representa ser extremamente util como ferramenta de apoio
em programas de melhoramento genético, pois, rapidamente, centenas de graos de
pblen podem ser examinados de modo eficiente (ZANOTTO et al., 2009). Além disso, a
selecdo assistida pela analise citologica de gréos de polen é potencialmente util, uma
vez que cruzamentos feitos entre plantas portadoras de polens inviaveis resultardo em
plantas estéreis e numa menor producao de graos. Segundo MORAES-FERNANDES
et al. (1991), estresses bidticos e abibdticos sédo fatores importantes no aumento de
anormalidades cromossémicas responsaveis pela ocorréncia de tipos desviantes, e
que, dependendo das anormalidades cromossémicas, pode acontecer esterilidade
do grao de pdlen ou da oosfera portadora da anomalia. Se a fertilidade das células
reprodutoras nao for afetada e ocorrer a formacgéo do gréao de pdlen, poderao ocorrer
problemas que afetam o desenvolvimento posterior, como méa germinacao, falhas na
formacéao dos estames, anormalidades de ciclo, de porte ou de forma de espiga, até,
finalmente, a esterilidade da progénie.

Os resultados obtidos no presente trabalho, corroboram com outros estudos
para diferentes espécies, em que, normalmente, a viabilidade polinica fica acima
de 90 %, quando analisada em materiais homozigotos como & o caso de cultivares
(KELLY et al., 2002). Quanto ao tamanho médio dos gréos de pdlen, a cultivar BRS
374 teve o maior diametro com 61,77 um e a menor percentagem de graos de pélens
inviaveis (1,20%). Ao contrario, a cultivar BRS Parrudo teve o menor didametro entre
as cultivares, com 53,80 um, e porcentagem de inviaveis de 1,52%.

Quanto aos marcadores moleculares microssatélites, utilizados nesse trabalho,
permitiram verificar os primers monomorficos ou polimérficos. Essa avaliagcédo
possibilitou a escolha de 16 DNAs para a formacgao dos bulks. O uso de marcadores
moleculares, com a estratégia de bulks de DNA em estudos de diversidade genética,
permite avaliar grande numero de populagdes em curto espaco de tempo, reduzindo
drasticamente o nUmero de amostras a serem processadas e preservando os alelos
mais frequentes de cada populacédo (BRESOLIN et al., 2007). Os marcadores
microssatélites séo altamente informativos e de grande potencialidade em estudos de
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similaridade/diversidade genética, os quais vém sendo empregados rotineiramente
em programas de melhoramento de muitas espécies, principalmente pelo elevado
polimorfismo gerado (VARSHNEY et al., 2005; VIEIRA et al., 2016).

De acordo com GUIMARAES et al. (2004), a introducéo de técnicas moleculares
para caracterizar e identificar cultivares é um processo atual e, apesar de ainda néo
ser reconhecida como metodologia oficial, vem sendo fortalecida em fung&o do alto
grau de preciséo e informacao que pode ser obtido pelo fingerprinting molecular. No
presente estudo, a estratégia de bulks para a avaliagdo da diversidade genética,
foi muito eficiente, uma vez que dos 85 primers avaliados, 51 (60%) apresentaram
polimorfismo. As analises da presenca/auséncia de alelos, possibilitou determinar
a distancia genética entre as cultivares. O dendrograma, obtido a partir da matriz,
mostrou que as cultivares mais distantes foram BRS Guamirim e BRS Parrudo e as
mais similares foram BRS 331 e BRS Parrudo, considerando o ponto de corte de 45%
de distancia relativa entre as amostras (Figura 2).

BRS Parrudo

BRS 331

BRS 327

BRS 374

BRS Guamirim

000 013 030 [T 0.60
NEI 72

Figura 2 - Dendrograma obtido para as cultivares BRS 327, BRS 331, BRS 374, BRS Guamirim
e BRS Parrudo a partir da distancia de NEI (1972) e com base nos padrées polimérficos
gerados pelos marcadores microssatélites. Ponto de corte de 45% de distancia relativa entre as
amostras.

A menor distancia genética obtida entre BRS Parrudo e BRS 331 é explicada
pelo fato de ambas terem como ancestral comum a linhagem WT 98108. No caso
de BRS 327 e BRS 374, essas séo cultivares recentes e a proximidade também é
explicada pelo fato de ambas terem suas sementes reunidas na geragéao F,, com
aproximadamente 97% de homozigose. A cv. BRS Guamirim distanciou-se das
demais, principalmente pela sua genealogia, mas também porque suas sementes
foram reunidas com aproximadamente 99% de homozigose. Portanto, a partir dos
resultados obtidos, ficou evidente a eficiéncia do método empregado, bem como
da escolha do marcador e do nUmero de marcas avaliadas, pois 0os agrupamentos
obtidos foram de acordo com o esperado.
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41 CONCLUSOES

Numero de espiguetas por espiga, numero de graos por espiga e comprimento do
dente da gluma devem ser utilizados com cautela na caracterizagéo de trigo, quando
apresentam variacdes acima de 20%, pois interferem na caracterizacao eficiente nos
ensaios de VCU e de DHE.

A anélise de viabilidade polinica em trigo permite inferir sobre a fertilidade do
pblen e a estabilidade genética, pois distinguem eficientemente gréos de polen viaveis
e inviaveis de modo simples, rapido e com baixo custo.

Por sua vez, o uso dos marcadores moleculares serve como uma ferramenta
importante para a definicao das disténcias e dos agrupamentos entre as cultivares.
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RESUMO: O milho é uma cultura de extrema
importancia econémica para o pais. Além disso,
o0 mesmo é utilizado como base alimentar de
diversos povos, bem como, para a alimentacéo
animal. O incremento na produtividade nos
ultimos anos foi notavel, e este fato esta
relacionado, também, aos avancos obtidos na
area de melhoramento da espécie. Encontrar
genes que confiram caracteristicas de interesse
as cultivares é fundamental, como por exemplo
resisténcia a doencas ou incremento de
qualidade nutricional do grao. Neste sentido, as
variedades crioulas de milho se destacam pela
sua ampla diversidade genética. Desta forma,
a caracterizagao desses materiais é importante
para avaliar essas caracteristicas de interesse.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar a
caracterizagao de popula¢des de milho crioulo
selecionadas de uma populagdo base, quanto
a caracteres da espiga, com foco na selecéo
de materiais para programas de melhoramento.
O experimento foi realizado em Sertdao-RS, na
safra 2016/2017. Para o experimento, foram
utiizadas 16 variedades de milho crioulo
coletadas na regiao norte do Rio Grande do Sul.
O mesmo foi conduzido no delineamento em
blocos ao acaso, com parcelas subdivididas,
com dois niveis de manejo tecnologico, e quatro
repeticoes. Foram avaliados seis caracteres
relacionados a espiga dos 16 gendtipos de
milho crioulo. Com o experimento, foi observada
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diferenca significativa entre as variedades para a maioria dos caracteres, apenas com
excecao do carater comprimento da espiga. Por fim, ndo foi observada diferenca
significativa entre os dois niveis de manejo para nenhum dos caracteres avaliados.
PALAVRAS-CHAVE: /andraces, Zea mays, melhoramento de plantas, caracteres

MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF SPIKES FROM LANDRACES CORN
POPULATIONS CULTIVATED IN THE NORTHERN REGION OF RIO GRANDE DO
SUL

ABSTRACT: Maize is a crop of extreme economic importance for the country. In
addition, it is used as the food base of several people as well as for animal feed. The
increase in productivity in recent years was notable, and it is related, amongst others,
to the advances obtained in corn breeding programs. Finding genes which confer
characteristics of interest to the cultivars is crucial, such as resistance to diseases or
increase of nutritional quality of the grain. In this context, the landraces maize varieties
stand out for their wide genetic diversity. Therefore, the characterization of these
materials is important to evaluate these characteristics of interest. Thus, the aim of this
work was to characterize landraces corn populations selected from a base population,
regarding spike characters, focusing on the selection of materials for breeding
programs. The experiment was carried out in Sertdao-RS, in the 2016/2017 harvest. It
was implemented in a randomized complete block design, with subdivided plots, with
two levels of technological management, and four replications. Six characters related
to the ear of the 16 landraces corn genotypes were evaluated. With the expe

riment, a significant difference was observed between the varieties for most of the
characters, except for the character length of the spike. Finally, no significant difference
was observed between the two management levels for any of the evaluated characters.
KEYWORDS: /andraces, Zea mays, plant breeding, characters

11 INTRODUCAO

Dentre as plantas cultivadas, o milho é uma cultura de importancia impar para o
homem, uma vez que é utilizada diretamente para consumo humano, principalmente
como fonte de energia, e, também, para a producao de carne e leite, ja que o cereal
€ amplamente utilizado como matéria prima na alimentagc&do animal.

Adiversidade genética existente no milho permite o seu cultivo nos mais diversos
ambientes (ARAUJO; NASS, 2002). No Brasil, o cereal é amplamente difundido.
Estimativas do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos apontam para uma
producéo recorde da safra brasileira 2016/2017, com aproximadamente 97 milhdes
de toneladas do grao, em uma area cultivada de cerca de 17,5 milhdes de hectares
(USDA, 2017).

O milho é a cultura que apresentou maior incremento no seu potencial produtivo
na segunda metade do século XX (SILVA, 2014), esse fato esta relacionado, dentre
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outros, ao processo de melhoramento genético da espécie, que vem desenvolvendo
hibridos com alto potencial produtivo. Todavia, Silveira et al. (2015), apontam que,
devido a isso, esses materiais sao mais dependentes de insumos externos e de
maiores niveis tecnologicos.

As variedades de milho crioulas, sao plantas mais rusticas, que ndao necessitam
de alto nivel tecnologico e de insumos, além disso, possuem elevado potencial de
adaptacéo para condi¢cdes ambientais especificas (PATERNIANI et al., 2000). Ainda,
permitem que os agricultores armazenem as sementes para cultivoem safras seguintes,
0 que também diminui consideravelmente os custos de producédo (SILVEIRA et al.,
2015). Sandri e Tofanelli (2008), afirmam ter obtido uma taxa de retorno de 112%
no cultivo de variedades crioulas, justificado pelo menor investimento em insumos
guando comparado com o cultivo de hibridos, deste modo, podem ser uma alternativa
para os agricultores familiares.

A caracterizagdo agrondémica de cultivares é de extrema importancia, pois
permite auxiliar no processo de escolha de materiais que melhor se adaptem as
condicdes de cultivo (SANTOS et al., 2010). Alguns caracteres relacionados a espiga,
como o0 numero de graos e fileiras por espiga, além da massa média do gréo, sao
extremamente importantes, pois apresentam correlagc&o positiva na produtividade do
milho (BALBINOT JR et al., 2005).

Portanto, o objetivo deste trabalho é realizar a caracterizagdo de populacdes de
milho crioulo selecionadas de uma populagéo base, quanto a caracteres da espiga,
visando a melhor identificagdo dos materiais, bem como analisar o potencial de uso
em programas de melhoramento.

2 | MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na area experimental do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul — Campus Sertdo na safra
2016/2017. Segundo a classificacéo climatica de Kéeppen, o clima predominante da
regido é Mesotérmico Umido (Cfa), com precipitacdo média anual de 1803,1 mm, com
chuvas bem distribuidas durante o ano, com uma temperatura média anual de 17,7
°C (EMBRAPA, 2016). O tipo de solo predominante € classificado como Nitossolo
Vermelho (EMBRAPA, 2006).

Para o experimento, foram utilizadas 16 variedades de milho crioulo, selecionadas
de um total de 34 variedades cultivadas na safra 2015/2016, que haviam sido coletadas
com agricultores nas regides Norte e Nordeste do Rio Grande do Sul e, também, em
eventos relacionados a conservacao de sementes crioulas.

A semeadura foi realizada no dia 22 de setembro de 2016, e o experimento foi
conduzido no delineamento em blocos ao acaso, com parcelas subdivididas e quatro
repeticées. Cada parcela foi composta por 8 metros de comprimento, com duas fileiras
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espacadas a 0,80 m, e uma populacéo final de plantas de 50.000 por hectare.

A adubacdo foi realizada conforme a analise de solo da area. Foram utilizados
dois niveis de manejo tecnoldgico: 350 kg.ha' de adubo na base + 135 kg.ha' de N
em cobertura parcelado em duas aplicagcdes; e 230 kg.ha' de adubo na base + 67
kg.ha' de N em cobertura em uma aplicacdo. Para adubacgado na base utilizou-se a
formula de NPK 10-30-20 e em cobertura utilizou-se ureia (45% N), com aplicacdes
em cobertura nos estadios V6 (seis folhas expandidas) e V8 (oito folhas expandidas)
(RITCHIE et al., 1993).

Foram avaliados seis caracteres relacionados a espiga dos 16 gendétipos de
milho crioulo, para tal, utilizou-se 10 espigas por parcela de cada repeticao, totalizando
40 espigas para cada variedade. Para os caracteres comprimento de espiga (CE),
diametro da espiga (DE) e didametro de sabugo (DS) foi utilizado um paquimetro para
determinacéo das medidas. A relacéo do diametro da espiga com sabugo (DE/DS) foi
obtida pela raz&o do valor do didmetro da espiga pelo didametro do sabugo. O numero
de fileiras por espiga (FE) foi determinado por contagem das fileiras das espigas. O
comprimento do gréao (CG) foi estimado indiretamente pela diferenca entre didmetro
da espiga e diametro do sabugo. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia com auxilio do programa estatistico ASSISTAT® (SILVA; AZEVEDO, 2016) e
comparados pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com o0 experimento estao representados na Tabela 1. Foi
observada diferenca significativa entre as variedades para a maioria dos caracteres,
apenas com excecao do carater comprimento da espiga. Nao foi observada diferenca
significativa entre os dois niveis de manejo para nenhum dos caracteres avaliados.
Este fato demostra a capacidade de adaptacao das variedades crioulas mesmo em
menor nivel tecnoldgico, visto que as caracteristicas ndo diferiram quando comparadas
ao manejo de maior nivel tecnoldgico. Além disso, o clima foi bastante favoravel
ao desenvolvimento do milho, apresentando producédo recorde, como destacado
anteriormente, 0 que acabou favorecendo as populagdes de milho crioulo, mesmo
em baixo nivel tecnoldgico.

A Tabela 1 mostra que o acesso denominado Cunha 2 teve maior diametro de
espiga, com cerca de 46,8 cm, porém nao diferiu de varios outros acessos. Esse dado
demostra uma caracteristica da variedade crioula Cunha, que possui grande numero
de fileiras por espiga, 0 que acaba por aumentar o didmetro da espiga, estando
de acordo com o encontrado por Balbinot Jr et al., (2005) ao comparar diferentes
variedades crioulas. Para Brachtvogel (2008), o diametro da espiga e do sabugo sao
caracteres que podem apresentar variabilidade, de acordo com o0 manejo empregado,
0 autor observou que a populagcao de plantas pode ter influéncia nesses caracteres,
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sendo que o aumento de numero de plantas por hectare acarretou na diminuicdo dos

valores do didmetro da espiga e do sabugo.

Genétipo DE (mm) DS (mm) DE/DS FE CG (mm)
Amarelo 3 46,24750 a* 23,96500 ab 1,94375 a 13,55625 abc 10,54720 a
Amarelo5 41,72625ab  23,02125ab  1,71250bcd  11,27500 efg  08,03402 bcde
Amarelo 6 3957125 b 23,75375ab  1,69625bcd  10,49167 fg 07,94145 cde
Amarelo 8  40,58000 b 2350875ab  1,85125ab  12,32500 bedef 09,74731 abe
Amarelo9 42,60125ab  23,45000ab  1,72500bcd  10,59018 fg 08,32084 bcde
Brancio 2  39,79250 b 21,70500b  1,85125ab  10,66250 fg 22&96366 ab-
Caiano 39,06500 b 26,32125ab  1,82500 abc 1551 429ab- 4654608 4
Cunha2  46,79750 a 2480500 ab  1,80000 abcd  14,85000 a 09,56175 abcd
?rao Duro 59 73950 b 2254250 ab  1,62625 cd 10,70853fg  07,16504 e
Rajado1  38,62750 b 2545125ab  1,60875 d 1356845 ab- 5750012 de
Rajado2  41,95125ab  22,91000ab  1,88000ab  11,55000 cdefg 10,09019 ab
Roxo 1 43,65625 ab 25,04875 ab 1,75750 abcd  13,43571 abcd 09,31930 abcd
Roxo 2 4406750 ab  27,08250a  1,68250bcd  13.82500 ab S3é92375 ab-
Roxo 3 43,77625ab  23,93125ab  1,82500 abc  11,42500 defg  09,51563 abcd
Roxo 6 4335000 ab  2536625ab 174250 abcd  12,03333 bedef 23é07748 ab-
8CB2 41,77375ab  21,70250b  1,88875ab  09,79861 g 09,40566 abcd
CV(%) 7.2 10,72 6.65 9,35 12,97

Tabela 1. Dados de diametro da espiga (DE), diametro do sabugo (DS), relacéo do diametro da
espiga com sabugo (DE/DS), fileiras por espiga (FE) e comprimento de gréo (CG) para os 16

acessos. Sertdo-RS, 2017.

‘Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade (P>0,05).
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Quanto ao diametro do sabugo, observou-se que o Roxo 2 foi o acesso com
maior diametro, todavia, nao diferiu de outros acessos, ja o0 8CB2 foi o que apresentou
o menor valor, porém, também n&o diferiu estatisticamente de outras variedades
crioulas (Tabela 1). Conhecer a espessura do sabugo é importante pois segundo
Andrade et al. (1996), um maior percentual de sabugo pode reduzir o valor nutricional
de racOes, ou ensilagem, em que se utiliza a espiga inteira, comprometendo o
desempenho dos animais. Para melhor avaliar essa caracteristica, pode-se observar
a relacao do didametro da espiga com o sabugo. Quanto maior a relagcdo, maior a
quantidade de graos em relagao ao volume de sabugo. Nesse sentido, o Amarelo 3 foi
0 que apresentou maior relacéo (1,94), todavia, n&o diferiu de outros acessos. Esses
materiais, mostram um uso potencial para alimentacdo animal, quando utilizada a
planta inteira, visto essa maior relagao espiga/sabugo.
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Para o carater numero de fileiras por espiga, verificou-se que o Cunha 2
apresentou maior valor (14,85), porém sem diferir do Amarelo 3, Caiano, Rajado 1,
Roxo 1 e Roxo 2. Balbinot Jr et al., (2005), observaram que nas variedades crioulas
testadas, o componente que apresentou o maior efeito direto sobre a produtividade
foi 0o numero de fileiras por espigas, demostrando assim a importancia desse carater,
principalmente no momento de selecédo de materiais visando maiores produtividades.
Além disso, 0 acesso 8CB2 apresentou média de cerca de 9,8 fileiras (Tabela 1), isso
demostra que o material esta segregando, visto que uma caracteristica desse acesso
€ possuir oito fileiras de graos. Todavia, isto era esperado, ja que a polinizagcdo nao
foi controlada.

Ao analisar o comprimento dos graos, percebe-se que 0os mesmos variam
de cerca de 7 mm a 10 mm. Brachtvogel (2008), ao avaliar o hibrido DOW 2B587,
encontrou um comprimento de grdo maior, cerca de 13 mm. O acesso Amarelo
3 foi o que apresentou maior valor, porém, nao diferiu de outros acessos (Tabela
1). Lopes et al. (2007), apontam que, dentre outros fatores, o tamanho de gréos é
uma caracteristica potencial para elevacao do rendimento de milho, visto que esta
relacionado também com o peso de gréos.

A caracterizacdo dessas variedades crioulas € extremamente importante, pois,
como sao adaptadas localmente, podem apresentar caracteristicas diferentes para
cada regiao em que séo cultivadas (PATERNIANI et al., 2000). Além disso, essas
populagdes crioulas constituem uma fonte de variabilidade genética que pode ser
explorada no melhoramento (ARAUJO; NASS, 2002). Rosa et al. (2004) apontam
que a caracterizacdo agrondmica dos materiais genéticos € essencial para a escolha
do gendtipo que melhor atende as demandas dos agricultores. Assim, pode-se
selecionar materiais para diferentes finalidades, seja para produtividade, alimentacao
animal, ou, até mesmo, resisténcia a doencas. Neste sentido, percebeu-se que as
variedades crioulas analisadas apresentam potencial de utilizagdo em programas de
melhoramento.

41 CONCLUSAO

A caracterizagdo dos materiais analisados obteve éxito, e foram observadas
diferengas significativas dentre a maioria dos caracteres avaliados. Percebe-se
também que, a partir da selecao realizada, as variedades coletadas sofreram uma
segregacao.
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RESUMO: O estudo da divergéncia de
genotipos possibilita combinagdes de linhagens
promissoras visando a maior produtividade. O
milho possui grande importéncia e se destaca
como fonte de carboidratos e de vitaminas
na alimentagdo humana e na formulagéo de
racdo animal. A zona de transicdo entre o
Cerrado e a Floresta Amazébnica brasileira é
fonte de novos gendétipos de milhos que podem
ser empregados em cruzamentos. Assim, foi
estimada a divergéncia genética de genotipos
de milho que possibilitou a combinagdes
destes para maior produtividade e qualidade
dos graos. O experimento foi conduzido
na entressafra de 2010. Foram utilizadas
sete caracteristicas agrondmicas na analise
multivariada. Os geno6tipos foram distribuidos
em 6 grupos usando o método de otimizagéo de
Tocher. As combinagdes P13 x P17 e P9 x P17
foram as mais promissoras. E o rendimento
de graos, didmetro e altura da espiga foram
as caracteristicas que mais contribuiram para
divergéncia genética.

PALAVRAS-CHAVE: biometria, divergéncia
genética, hibridos, Mahalanobis.
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VARIABILITY OF CORN GENOTYPES FROM THE AMAZONIA-CERRADO
TRANSITION ZONE

ABSTRACT: The study of the divergence of genotypes allows combinations of
promising lines aiming for greater productivity. Corn has great importance and stands
out as a source of carbohydrates and vitamins in human food and in the formulation
of animal feed. The transition zone between the Cerrado and the Brazilian Amazon
Forest is the source of new genotypes of humans that can be used in crosses. Thus, it
was estimated the genetic divergence of maize genotypes that allowed combinations
of these for higher productivity and grain quality. The experiment was conducted in
the 2010 off season. Seven agronomic characteristics were used in the multivariate
analysis. The genotypes were distributed in 6 groups using the Tocher optimization
method. The combinations P13 x P17 and P9 x P17 were the most promising. And the
yield of grain, diameter and height of the spike were the characteristics that contributed
most to genetic divergence.

KEYWORDS: biometry, genetic divergence, hybrids, Mahalanobis.

11 INTRODUCAO

Estudos de divergéncia genética sdo importantes para o conhecimento da
variabilidade genética existente nos bancos de germoplasmas, possibilitando o
monitoramento, auxiliando na identificacdo de possiveis duplicatas e fornecendo
parametros para escolha de progenitores, que ao serem cruzados, possibilitem maior
efeito heter6tico, aumentando as chances de obtencédo de gendtipos superiores em
geracgOes segregantes (CRUZ et al., 2014). De acordo com Fu et al. (2014), a heterose
€ a superioridade de vigor dos hibridos em relagdo aos seus pais, variando de acordo
com a distancia genética dos pais, podendo proporcionar aumentos de 15 a 50% no
rendimento das culturas.

Nos programas de melhoramento de milho a heterose e a depressao da
endogamia sao fenbmenos de grande importancia (BERNINI et al., 2013). Assim,
€ importante definir grupos heteréticos o que pode acarretar em alto desempenho
e maximizar a producéo de milho (GIRAUD et al., 2017). Nos EUA, foram definidos
0s principais grupos heteréticos para producdo de milho, sendo conhecidos como
"Stalks rigidos" e os "Stalks néo rigidos". Enquanto que na Europa, os principais
grupos heteroéticos principais sao "Dent" e "Flint" (GIRAUD et al., 2017).

No Brasil, especificamente no Estado do Tocantins, a produtividade média do
milho é baixa (4.594 kg ha') quando comparada com a média nacional (5.605 kg
ha') (CONAB, 2019) devido, dentre outros fatores, as condi¢cdes adversas de clima,
o baixo nivel tecnolégico empregado pelos produtores e a escassez de cultivares
melhoradas para condi¢coes de estresses abidticos (SIMON et al.,, 2016; SANTOS
et al., 2017). Assim, o emprego e a classificacdo de grupos heteréticos neste estado
brasileiro &€ necessario para adequagao da produtividade milho em funcdo dos
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aspectos climaticos e melhoramento genético.

As técnicas de agrupamento visam dividir um grupo original de genétipos em
varios grupos homogéneos, seguindo critério de similaridade. Entre os métodos de
agrupamento mais utilizados no melhoramento de plantas, citam-se os hierarquicos
e os de otimizacdao. Como exemplo de método de otimizacéo, tem-se o apresentado
por Tocher (RAO, 1952), que vem sendo extensivamente utilizado em analises de
divergéncia genética de varias espécies de plantas (PAIXAO et al., 2008; CRUZ et
al., 2014).

A utilizacdo de técnicas multivariadas também & empregada para estimar a
divergéncia genética em cultivares de milho (COIMBRA et al., 2010; DOTTO et al.,
2010; CARVALHO et al., 2011; SIMON et al., 2012; ROTILI et al., 2012; SANTOS
et al.,, 2014; SANTOS et al., 2015; SILVA et al., 2016; SANTOS et al., 2017). No
entanto, na zona de transicdo Amazénia-Cerrado ainda séo poucos os estudos sobre
a divergéncia genética em gendtipos de milho.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo estimar a divergéncia genética
entre gendtipos de milho para identificacédo de combinacdes promissoras na obtencao
de hibridos superiores e que possa maximizar a produtividade milho na zona de
transicdo Amazodnia-Cerrado.

2 | MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na estagcédo experimental da Universidade Federal
do Tocantins — UFT no campus de Palmas, sob LATOSSOLO VERMELHO AMARELO
distréfico (SANTOS et al., 2018), com clima do tipo Aw segundo a classificacdo de
Képpen (DUBREUIL et al., 2017).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com 20
tratamentos e trés repeticées. Os tratamentos foram constituidos de gendtipos de
milho do programa de melhoramento da UFT, sendo denominadas: P1, P2, P3, P4,
P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17, P18, P19 e P20.

A parcela utilizada foi composta por quatro fileiras de 5,0 m, espag¢adas a 0,9 m
entre linhas. Na colheita, foram utilizadas somente as duas fileiras centrais de cada
unidade experimental, descartando-se 0,5 m das extremidades destas fileiras.

Para o preparo de solo foi realizada uma gradagem seguida do nivelamento
da area. A adubacédo de plantio foi realizada manualmente, utilizando 300 kg ha' de
N-P,0O.-K,O formulagéo 5-25-15+0,5% Zn.

A semeadura foi realizada na entressafra de 2010, de forma manual em sulco
em uma profundidade média de 0,04 m. Apdés a emergéncia realizou-se o desbaste
deixando um espagcamento de 0,20 m entre plantas, para se obter uma populagéo de
55.555 plantas ha™.

Foi realizada uma adubag¢do em cobertura no estadio V6, utilizando como fonte
de nitrogénio a ureia (45% de N), na dose de 333 kg ha'. Os tratos culturais para o
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controle de plantas infestantes, doengas e pragas foram realizados de acordo com as
recomendac6es técnicas da cultura (GALVAO et al., 2017).

A colheita foi realizada quando as plantas atingiram o estadio R6 (maturidade
fisiologica). No laboratério de Producéao Agropecuaria— LPAda UFT, foram mensurados
o didmetro e 0 comprimento de 5 espigas por parcelas com uso de um paquimetro
digital e a régua graduada, respectivamente. Para quantificar o numero de fileiras
por espiga e numero de gréos por fileira foram feitas a contagem manualmente de 5
espigas por parcelas.

Depois de colhidas, as espigas foram trilhadas e os grédos de cada parcela
acondicionados em um saco de papel, o qual foi identificado por genétipo e bloco.
Foi realizado a determinac¢éo do rendimento de graos por parcela, corrigido para 13%
de umidade e extrapolado para hectare. A altura de planta e altura de espiga foram
mensuras no estadio R6 com uso de trena métrica, tomando a distancia do nivel do
solo até a ultima folha totalmente aberta, e até a inser¢cao da espiga, respectivamente.

Visando estudar a divergéncia genética foram utilizadas como variaveis no
modelo multivariado as seguintes caracteristicas: altura de planta (cm), altura de
espiga (cm), comprimento de espiga (mm), didmetro de espiga (mm), numero de
fileiras por espiga, numero de graos por fileira, rendimento de graos (kg ha™).

As medidas de dissimilaridades foram determinadas segundo o modelo de
analise multivariada, o que permitiu a obtencdo das matrizes de dissimilaridades
e de covariancias residuais e das médias das populagdes. Foi aplicado o método
de agrupamento de Tocher (RAO, 1952), utilizando a distancia generalizada de
Mahalanobis (D?) (MAHALANOBIS, 1936), e o critério de Singh (1981) para quantificar
a contribuicao relativa das sete caracteristicas avaliadas. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o programa Computacional Genes, versao 2007.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia revelou diferenca significativa pelo teste de F (p<0,05)
entre as linhagens de milho para todas as caracteristicas avaliadas. O coeficiente de
variacao (CV) para rendimento de graos (5,10%) foi classificado como baixo, indicando
boa preciséo experimental (PIMENTEL-GOMES, 2009). Para as variaveis, altura de
planta (3,27%), altura de espiga (7,37%) comprimento de espiga (3,74%), diametro
de espiga (4,39%) e numero de fileiras por espiga (4,91%) os CV s&o proximos aos
encontrados por Paixao et al. (2008), Coimbra et al. (2010) e Dotto et al. (2010).

As medidas de dissimilaridade genética, estimadas a partir da disténcia de
Mahalanobis (Figura 1), apresentaram elevada magnitude (D? = 1,83 a 144,24), e
demonstram presenca de variabilidade genética entre os gendtipos avaliados.
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Figura 1. Estimativa das distancias de Mahalanobis (D?) méaxima e minima entre genétipos de
milho.

A combinagédo P13 x P17 (Figura 1) foi a mais divergente (D? = 144,24), seguida
pela combinacédo P9 x P17 (D? = 130,87). A menor disténcia foi observada pelos
genotipos P4 x P11 (D2 = 1,83), seguida pelo par P7 x P4 (D2 = 2,71).

Amenordistanciaentre P4e P11 (Figura 1), ocorreu, provavelmente, emvirtude de
0s gendtipos dessas combinacdes serem oriundos de germoplasmas muito proximos.
Em programas de melhoramento, deve-se evitar a hibridacdo entre gendtipos com
menor disténcia genética, ou seja, mais similares, uma vez que diminuiria 0 sucesso
de hibridos com caracteristicas desejaveis (SIMON et al., 2012). J& que para alcancar
a maxima heterose € necessario combinar genétipos que se complementem, ou seja,
nos locos em que um tenha alelos desfavoraveis o outro possua alelos favoraveis
(RAMALHO et al., 2012).

A andlise de agrupamento busca a formacao de diferentes grupos de gendtipos,
onde haja homogeneidade dentro e heterogeneidade entre eles (CRUZ et al., 2014).
Para isso, primeiro se obtém as medidas de dissimilaridade (Figura 1), entdo se
adota uma técnica de agrupamento. Utilizando o método de otimizagdo de Tocher foi
possivel a classificacdo dos gendtipos em seis grupos (Figura 2).
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Figura 2. Agrupamento pelo método de Tocher, com base na divergéncia expressa pela
disténcia generalizada de Mahalanobis (D?).

Foi formado um grande grupo constituido por 10 gendétipos (50% dos genotipos),
um grupo com dois genoétipos, dois grupos com trés genétipos e dois grupos
constituidos por apenas um genétipo. Segundo Cruz et al. (2011) grupos formados
por apenas um genotipo aponta na direcao de que o mesmo seja mais divergente em
relacdo aos demais.

Ressalta-se que os gendtipos que constituiram os pares mais divergentes (Figura
1), com base na matriz de distancias de Mahalanobis, foram alocados em grupos
distintos pelo método de otimizacdo de Tocher (Figura 2). As diferencas apresentadas
quanto a composicao dos grupos, (Figura 2), podem ser explicadas pela expressao
ou ndo expressao dos alelos favoraveis presentes nos genétipos.

As estimativas da contribuicdo relativa das cinco caracteristicas avaliadas na
dissimilaridade genética dos 20 gendtipos estudados, sdo apresentadas na Figura
3. As caracteristicas que mais contribuiram para divergéncia foram o rendimento
de gréos (35,99%), seguida pela altura da espiga (17,71%) e didmetro da espiga
(14,00%). A caracteristica que apresentou a menor contribuicéo foi numero de graos
por fileiras (4,16%). Trabalhando com oito caracteres Rotili et al. (2012) também
encontrou produtividade de graos, diametro das espigas e altura de espiga como as
de maior contribuicgo.
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Figura 3. Contribuicéo relativa das caracteristicas na divergéncia genética dos genétipos de
milho.

De acordo com Cruz et al. (2014) as caracteristicas de menor importancia séo
aquelas que apresentam menor variabilidade ou estao representadas por outras. Entao
as variaveis com menor importancia, como numero de graos por fileira, poderiam ser
desconsideradas em analises de divergéncia genética futuras, o que proporcionaria
reducao de temo, mao-de-obra e custos na experimentacao (OLIVEIRA et al., 2006).

A andlise das distancias de Mahalanobis (Figura 1), juntamente com o
agrupamento estabelecido pelo método de Tocher (Figura 2), permitiu identificar as
combinacgdes entre os gendtipos P13 x P17 e P9 x P17 como promissoras.

41 CONCLUSOES

1. As combinacdes entre os gendtipos P13 x P17 e P9 x P17, s&o promissores
para obtencao de hibridos superiores.

3. As caracteristicas que mais contribuiram para divergéncia genética foram:
rendimento de graos, altura de espiga e diametro da espiga.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi estudar
o desempenho agronémico e divergéncia
genética em milho no eco6tono Cerrado-
Amazénia. Os ensaios foram conduzidos na
safra 2017/18 em uma propriedade no estado do
Para. O delineamento experimental utilizado foi
de blocos casualizados com nove tratamentos
e trés repeticbes, onde os tratamentos sao
representados por nove cultivares de milho.
As caracteristicas para avaliar o desempenho
agronémico e a divergéncia genética foram:
altura da espiga (cm), altura da planta (cm),
comprimento da espiga (cm), didmetro da
espiga (mm), numero de fileiras, numero de
graos por fileira e produtividade de graos (kg
ha). Os cultivares foram separados em modelo
multivariado, em cinco grupos, utilizando o
método de otimizacdo de Tocher. O cultivar
AG 1051 apresentou o melhor desempenho
agrondmico. Os resultados de divergéncia
genética acordo a distancia
generalizada de Mahalanobis (D?), sendo as
cominacbes AG 8088 x CATIVERDE e AG 1051
x AL BANDEIRANTE, as mais promissoras para
futuros cruzamentos.
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PALAVRAS—-CHAVE: nitrogénio, produtividade, variabilidade, Zea mays.

AGRONOMIC PERFORMANCE AND GENETIC DIVERGENCE IN CORN IN THE
CERRADO-AMAZONIA ECOTTON

ABSTRACT: The objective of this work is to study the agronomic performance and
genetic divergence in corn in the Cerrado-Amazénia ecotone. The trials were conducted
in the 2017/18 harvest at a property in the state of Para. The experimental design was
a randomized block with nine treatments and three replications, where the treatments
are represented by nine cultivars of corn. The characteristics to evaluate agronomic
performance and genetic divergence were: ear height (cm), plant height (cm), ear length
(cm), ear diameter (mm), number of rows, number of grains per row and grain yield
(kg ha'). The cultivars were separated into a multivariate model in five groups using
the Tocher optimization method. The cultivar AG 1051 showed the best agronomic
performance. The results of genetic divergence were according to the generalized
distance of Mahalanobis (D?), with the commences AG 8088 x CATIVERDE and AG
1051 x AL BANDEIRANTE, the most promising for future crosses.

KEYWORDS: nitrogen, productivity, variability, Zea mays.

11 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) tem extrema importéncia para a economia mundial, e
€ produzido em todo o territério brasileiro (SILVA et al., 2015). Pode ser consumido
in natura ou utilizado na industria alimenticia como matéria prima de uma gama de
produtos, mas a maior parte da producéo é destinada a alimentacéo animal, destacado
por ser uma importante fonte energética nas racées (GARCIA et al., 2006).

Com o aumento da populagdo mundial, ha a necessidade de se aumentar o
rebanho e a demanda pelo milho também ira crescer. Para atender essa demanda
um dos desafios é o aumento da produgcédo com expansao minima na area cultivada,
logo € necessario haver incremento na produtividade do milho (MARIN et al., 2016).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB (2019), na
safra 2018/19, o estado do Para atingiu uma produtividade de 3.055 kg ha, inferior a
média total nacional de 5.605 kg ha''. Essa baixa produtividade pode ser resultado das
elevadas temperaturas, do baixo nivel tecnolégico empregado e da falta de selecéao
de cultivares adaptadas a regiao (SANTOS et al., 2014).

O eco6tono Cerrado-Amazdnia € uma zona de transicao entre os biomas Cerrado
e Amazébnia e ocupa uma area de aproximadamente 41,4 milhdes de hectares, uma
parte do Para, especificamente a regido sul, esta localizada dentro dessa area (KARK;
RENSBURG, 2006). Essa zona de transicdo contém um pouco das caracteristicas
desses dois ecossistemas (RICKLEFS, 2009). Para altas produtividade do milho
nesse ecotono é necessario a utilizagao de cultivares para essas condigcbes ambientais
(ALVES et al., 2006).
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A produtividade de uma cultura esta relacionada 60% a fatores genéticos e 40%
a fatores ambientais, podendo-se destacar os elementos climaticos, a disponibilidade
hidrica e a fertilidade do solo (RESENDE et al., 2003). Dentre os nutrientes essenciais
para as plantas, o nitrogénio (N), destaca-se por ser o mais exigido pela cultura, sendo
responsavel pelo crescimento vegetativo e influencia diretamente na produtividade de
graos (MALAVOLTA et al., 2002).

Seguindo o raciocinio da selecdo de materiais promissores para a regido de
interesse, os estudos de divergéncia genética sdo essenciais para o conhecimento
da divergéncia genética existente nos bancos de germoplasmas, possibilitando o
monitoramento, auxiliando na identificacdo de possiveis duplicatas e fornecendo
parametros para escolha de progenitores, que ao serem cruzados, possibilitem maior
efeito heter6tico, aumentando as chances de obtencao de genétipos superiores em
geracgdes segregantes (CRUZ et al., 2014).

O desempenho agronémico na cultura do milho tém sido estudado por diversos
autores (ARAUJO etal.,, 2016; PETTER et al.; 2016; SANTOS et al., 2017; SERAGUZI
et al., 2016; VALADARES et al., 2017) e a divergéncia genética também (SANTOS
et al, 2014; SANTOS et al, 2015; SILVA et al., 2015; SODRE et al., 2017; SANTOS
et al., 2018), porém sao poucos os trabalhos desenvolvidos na regido Norte do pais,
mais especificamente na zona de transicao Cerrado-Amazénia. Diante do exposto, o
presente trabalho tem como objetivo estudar o desempenho agronémico e divergéncia
genética em milho no ecétono Cerrado-Amazdnia.

2 | MATERIAL E METODOS

No ano de 2018 foram conduzidos dois ensaios no Sitio Vitéria, localizado
(8°18°32” S, 50°36’58” W) no municipio de Santa Maria das Barreiras, estado do
Para, regido do ecétono entre a Amazénia e o Cerrado. O clima da regido é do tipo
Aw segundo a classificacdo de Képpen, o que indica clima tropical com estacao seca
no inverno (DUBREUIL et al., 2017).

Foram instalados dois ensaios de competicdo de cultivares de milho, sendo
um instalado sob baixo nitrogénio, com 0 kg ha' de N em cobertura, e um sob alto
nitrogénio, com 120 kg ha' de N em cobertura. Essas doses foram determinadas pela
menor e maior produtividade esperada para a cultura do milho (RIBEIRO et al., 1999).

O delineamento experimental utilizado em cada ensaio foi o de blocos
casualizados com nove tratamentos e trés repeticdes. Os tratamentos foram seis
hibridos de milho: PR27D28, 2B655PW, AG1051, AG8088, BR206 e BRS3046; e trés
PPA (populacéo de polinizagéao aberta): ALBANDEIRANTE, ANHEMBI e CATIVERDE.

A parcela experimental utilizada foi composta por quatro fileiras de 5,0 m,
espacadas 0,9 m entre linhas. A area util da parcela foi apenas as duas fileiras
centrais, descartando-se 0,5 m das extremidades destas fileiras. Totalizando uma
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area de 972 m2,

O preparo de solo foi realizado com uma grade aradora seguida da utilizacéo de
uma grade niveladora. A adubacgao de base foi efetuada manualmente, utilizando 300
kg ha' de N-P,O.-K,O, formulagéo 5-25-15 + 0.5% Zn.

A semeadura foi realizada em janeiro de 2018, de forma manual em sulco com
uma profundidade média de 0,04 m. Apés a emergéncia realizou-se 0 desbaste
deixando um espacamento de 0,2 m entre plantas, obtendo-se uma populacéo de
55.555 plantas ha™.

A adubacéo de cobertura foi realizada com um 120 kg ha' de N no ensaio alto
N. A fonte utilizada foi a ureia (45% de N), totalizando 266 kg ha' de ureia, sendo
parcelada em duas aplicacbes nos estadios: V4 e V8 (4 e 8 folhas completamente
abertas, respectivamente).

Os tratos culturais, para controle de plantas infestantes, doencas e pragas foram
realizados de acordo com as recomendacdes técnicas da cultura (BOREM et al.,
2015).

A colheita foi realizada quando as plantas atingiram o estadio de maturidade
fisiologica (R6). Foram colhidas todas as espigas da area util da parcela, e feitas
afericdes, com a utilizacdao de uma régua, de comprimento da espiga (CE), com o0 uso
do paquimetro, o didametro da espiga (DE), numero de fileiras por espiga (NF) e nimero
de gréos por fileira (NGF). Depois as espigas foram trilhadas e os graos de cada
parcela acondicionados em um saco de papel, o qual foi identificado por tratamento e
bloco. Foi realizada a determinac&o da produtividade por parcela, corrigida para 13%
de umidade e extrapolada para hectare. A altura de planta (AP) e altura de espiga
(AE) foi mensurada no estadio R6 com uso de trena métrica, tomando a distancia
do nivel do solo até a ultima folha totalmente aberta, e até a insercdo da espiga,
respectivamente. Os descritores das caracteristicas foram utilizados conforme a
EMBRAPA (2010).

Para o estudo da divergéncia genética foram utilizadas no modelo multivariado
as seguintes variaveis: altura de planta (cm), altura de espiga (cm), comprimento de
espiga (mm), diametro de espiga (mm), numero de fileiras por espiga, niumero de
graos por fileira e produtividade de graos (kg ha™).

As medidas de dissimilaridades foram determinadas segundo o modelo de
analise multivariada, o que permitiu a obtencédo das matrizes de dissimilaridades,
covariancias residuais e das médias das populagdes. Foi aplicado o método
de agrupamento de Tocher (RAO, 1952), utilizando a distancia generalizada de
Mahalanobis (D?) (MAHALANOBIS, 1936), e o critério de Singh (1981) para quantificar
a contribuicao relativa das sete caracteristicas.

As analises estatisticas foram a analise de variancia (Teste F; p<0,05) e para
a analise do desempenho agrondmico foi utilizado o teste de comparagao mdultipla
de médias de Scott-Knott (p<0,05), realizadas utilizando o programa Genes (CRUZ,

2007).
|42
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desempenho Agronémico

Na andlise de variancia (Tabela 1) os coeficientes de variacédo das caracteristicas
foram de: 3,60% para altura da espiga, 2,56% para altura de plantas, 4,12% para
comprimento da espiga, 2,12% para diametro da espiga, 3,28% para numero de
fileiras por espiga, 3,97% para numero de graos por fileira e 6,17% para produtividade.
Esses dados fazem com que o experimento seja classificado como de alta precisao
experimental, devido a categorizagdo do coeficiente de variacdo como baixo
(PIMENTEL-GOMES, 2009).

Cultivares AE* AP CE DE NF NGF PROD
PR27D28 121 a 209 b 1868 a 50,32 b 148 b 31 c 7468 b
2B655PW 85 d 203 ¢ 19,18 a 5048 b 157 a 32 c 7467 b
AG 1051 127 a 217 a 19,45 a 5223 a 153 a 38 a 8325 a
AG 8088 79 e 193 d 1943 a 53,72 a 163 a 34 b 8.139 a
AL BANDEIRANTE 94 ¢ 197 ¢ 16,68 b 4513 d 152 b 30 c¢ 5317 c
ANHEMBI 93 ¢ 207 b 19,03 a 4730 ¢ 148 b 30 c 5761 <c
BR 206 106 b 200 c¢ 1892 a 50,72 b 148 b 35 b 8029 a
BRS 3046 90 c¢ 1983 d 18,73 a 53,03 a 157 a 35 b 8.261 a
CATIVERDE 123 a 218 a 1713 b 4530 d 140 c¢c 29 c 5919 c

Média 102 204 18,58 49,80 15,2 33 7.187

CV % 3,60 2,56 412 2,12 3,28 3,97 6,17

Tabela 1. Resumo da analise de variancia da caracteristica de altura da espiga em cm (AE),
altura da planta em cm (AP), comprimento da espiga em cm (CE) e didmetro da espiga em mm
(DE), nimero de fileiras (NF), nimero de gréos por fileira (NGF) e produtividade de gréos em kg

ha' (PROD), de 9 cultivares de milho.

Médias seguidas por mesma letra mindscula na coluna pertencem a um mesmo grupo, pelo critério de
agrupamento de Scott & Knott (1974), a 5% de significancia.

Dentre os caracteres, todos apresentaram diferenca significativa entre os
cultivares, assim foram agrupados em diferentes grupos de média pelo teste de Scott-
Knott (p<0.05).

A média da AE foi de 102 cm, variando de 127 cm (AG 1051) a 79 cm (AG 8088) e
foram separados cinco diferentes grupos de médias. O grupo com as maiores médias
composto pelos cultivares AG 1051 (127 cm), CATIVERDE (123 cm) e PR27D28 (121
cm), apenas AG 8088 esta inserido no grupo com as menores médias, com 79 cm para
esta caracteristica. Uma elevada altura da inser¢do da espiga € algo indesejavel, pois
além de influenciar na quebra do colmo e tombamento (SOUSA; YUYAMA, 2015),
também desfavorece o acumulo de carboidratos nos graos de milho, pois cerca de
50% desses carboidratos sédo provenientes das folhas do terco superior da planta
(FORNASIERI FILHO, 2007).

A caracteristica AP apresentou uma média de 204 cm, os valores variaram de
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218 cm (CATIVERDE) a 193 cm (BRS 3046 e AG 8088), desmembrando os cultivares
em quatro grupos de média. Assim como Alvarez et al. (2006), neste trabalho as
plantas de maior altura coincidiram com as de maior altura de inser¢cao da espiga
(AG 1051 e CATIVERDE), demonstrando a correlagdo que existe entre essas duas
caracteristicas.

O CEvarioude 19,45cm (AG 1051) a 16,68 cm (AL BANDEIRANTE) distinguindo
0s nove cultivares em apenas dois grupos de média, sendo apenas os cultivares AL
BANDEIRANTE e CATIVERDE classificados no grupo com as menores médias. E a
média desse caractere foi de 18,58 cm. Esse resultado é superior ao encontrado por
Quiessi et al. (1999), Bertolini et al. (2006); Sousa; Yuyama (2015), que encontraram
valores de 18, 16,9 e 15, respectivamente.

Ja os valores obtidos de DE foram agrupados em quatro grupos estatisticos, o
grupo com as maiores médias composto pelos cultivares AG 1051 (52,23 mm), AG
8088 (53,72 mm) e BRS 3046 (53,03 mm) e no grupo com as menores meédias 0s
cultivares AL BANDEIRANTE (45,13 mm) e CATIVERDE (45,30 mm). E a média geral
para essa caracteristica foi de 49,80 mm.

Os cultivares AG 8088, BRS 3046, 2B655PW e AG 1051 obtiveram o maior
namero de fileiras por espiga, com 16,3, 15,7, 15,7 e 15,3 fileiras respectivamente.
Enquanto que o cultivar CATIVERDE, com 14 fileiras foi o com o menor NF. E a média
para esta caracteristica foi de 15,2 fileiras por espiga. Esse resultado demonstra
valores maiores que os encontrados por Sousa; Yuyama (2015) e Bertolini et al.
(2006), que foram 14,6 e 14,67 fileiras, respectivamente.

Quanto ao NGF, os valores variaram de 38 (AG 1051) a 29 (CATIVERDE),
enquanto que a média foi de 33 gréos por fileira. Balbinot Junior et al. (2005) afirma
gue dentre as variaveis que determinam a produtividade do milho esta o NF e NGF
que caracterizam a quantidade de graos formados em uma espiga.

Com relac&o a produtividade de gréos, os gendtipos AG1051, BRS 3046, AG
8088 e BR 206 com médias de 8.325, 8.261, 8.139 e 8.029 kg ha™, respectivamente,
formam o grupo com as maiores médias. Os resultados obtidos foram superiores a
média de produtividade no Estado do Para (CONAB, 2019), que foi de 3.055 kg ha', e
também a encontrada por Santos et al. (2017) e Souza et al. (2005), de 5.889 e 6.391
kg ha', respectivamente.

3.2 Divergéncia Genética

A combinacédo entre os cultivares AG 8088 x CATIVERDE (Tabela 2) foi
considerada a mais divergente (D>=270,61), seguida porAG 1051 xALBANDEIRANTE
(D? = 230,45). As menores distancias foram entre as combina¢cdes AG 8088 x BRS
3046 (D? = 11,78) e 2B655PW x BRS 3046 (D? = 19,88).
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Gendtipo Maior distancia Menor distancia

PR27D28 156,84 (AG 8088) 33,09 (BR 206)
2B655PW 159,67 (CATIVERDE) 19,88 (BRS 3046)
AG 1051 230,45 (ALANDEIRANTE) 38,91 (PR27D28)
AG 8088 270,61 (CATIVERDE) 11,78 (BRS 3046)
AL BANDEIRANTE 230,45 (AG 1051) 25,54 (ANHEMI)
ANHEMBI 182,94 (AG 1051) 25,54 (AL BANDEIRANTE)
BR 206 97,14 (CATIVERDE) 25,94 (BRS 3046)
BRS 3046 198,09 (CATIVERDE) 11,78 (AG 8088)
CATIVERDE 270,61 (AG 8088) 42,12 (PR27D28)
Maior distancia 270,61 (AG 8088 e CATIVERDE)
Menor distancia 11,78 (AG 8088 e BRS 3046)

Tabela 2. Estimativa das distancias de Mahalanobis (D?) maxima e minima de cultivares de
milho.

Observa-se que maiores distancias representam materiais que provavelmente
vieram de bancos de germoplasma distintos, e menores distancias, os materiais que
provavelmente sdo do mesmo banco de germoplasma. Dessa maneira, a analise
da distancia genética entre os materiais leva a uma maior rapidez, menor uso de
mao-de-obra e recursos financeiros que serdo utilizados nos programas futuros
de melhoramento da cultura do milho, pois permite avaliar materiais distintos
e promissores para inserir em programas de melhoramento (SIMON et al., 2012;
SANTOS et al., 2017).

Segundo Ramalho et al. (2012), para se alcancar, o tdo almejado, maximo nivel
de heterose é necessario fazer combinacgdes entre materiais que sdo complementares,
ou seja, no loco onde houver alelos recessivos em um material, no outro o alelo deve
ser dominante e vice-versa, gerando assim um maior grau de heterose.

A analise de agrupamento pelo método de Tocher separa os materiais em grupos
distintos, para que haja homogeneidade intragrupo e heterogeneidade intergrupo
(CRUZ et al., 2014). Apos obtidas as medidas de dissimilaridade (D2) os cultivares
sé@o agrupados em cinco grupos (Tabela 3).

Grupo Acessos
I 2B655PW, AG 8088 e BRS 3046
Il AL ANDEIRANTE e ANHEMBI
1] PR27D28 e BR 206
v AG 1051
\Y CATIVERDE

Tabela 3. Agrupamento de nove cultivares de milho pelo método de Tocher (RAO, 1952), com
base na distancia generalizada de Mahalanobis.

O primeiro grande grupo separado pelo método de Tocher é composto por trés
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cultivares (2B655PW, AG 8088 e BRS 3046), o segundo por dois (AL BANDEIRANTE
e ANHEMBI), o terceiro grupo também é formado por dois cultivares (PR27D28 e BR
206), enquanto que o quarto (AG 1051) e o quinto (CATIVERDE) grupo sao formados
por apenas um gendtipo cada. Grupos que sao formados apenas por um material
indica que este seja divergente em relacdo aos demais, facilitando a prospeccéao dos
trabalhos em programas de melhoramento (ROTILI et al., 2012)

Também através do método de otimizacéao de Tocher, sdo obtidas as disténcias
médias intergrupos (Tabela 3), detalhando mais afundo quais os grupos que mais
divergem entrem si.

Grupos I 1 v \
I 89,45 80,85 158,38 209,46
Il 88,39 206,70 87,32
1 48,42 69,63
v 118,69

Tabela 4. Distancias médias entre os grupos formados pela analise de divergéncia genética em
nove cultivares de milho.

As menores distancias obtidas entre os grupos foram entre Il e IV (48,42) e Il
e V (69,63). Por outro lado, as maiores distancias obtidas foram entre os grupos | e V
(209,46) e ll e IV (206,70), indicando os grupos mais divergentes. Esses altos valores
representados na Tabela 4 ressaltam a divergéncia entre as cultivares de grupos
distintos (SANTOS et al., 2017).

Grupos divergentes podem ser utilizados como base para se desenvolverem
linhagens que servirdo como futuros cruzamentos hibridos, visto que estes necessitam
de locos complementares (BERNINI et al., 2013).

Das sete caracteristicas avaliadas na Tabela 5, a que mais contribuiu para a
divergéncia foi a AE (47,69%), seguido pelo DE (18,66%) e as menores contribuicoes
foram do NF (2,26%) e CE (1,85%). Portanto, as caracteristicas do NF e CE podem
ser descartadas das avaliagdes futuras, pois contribuem pouco para discriminar
0os materiais avaliados, podendo entédo, reduzir tempo, mao-de-obra e custos nos
programas de melhoramento (ROTILI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2006).

Variavel Contribuicao (%)

AE 47,69

AP 7,83

CE 1,85

DE 18,66

NF 2,26

NGF 8,40
PROD 13,31

Tabela 5. Contribuicéo relativa dos caracteres de nove cultivares de milho, para a diversidade
através da distancia generalizada de Mahalanobis, seguindo o critério de Singh (1981).
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41 CONCLUSOES

1. As combinacdes entre os gendtipos P13 x P17 e P9 x P17, s&o promissoras
para obtencao de hibridos superiores.

3. As caracteristicas que mais contribuiram para divergéncia genética foram:
rendimento de graos, altura de espiga e didmetro da espiga.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar
o comportamento de dois hibridos de milho o
Balu e Down, submetidos a diferentes estresses
hidricos até o estadio desenvolvimento V4. O
experimento foi realizado no Departamento de
Biologia da UFSM, no municipio de Santa Maria,
RS, em casa de vegetacdo. O delineamento
utilizado foi de blocos ao acaso. Os dados
obtidos foram submetidos ao teste estatistico e
as médias submetidas ao teste Tukey a 5%, que
avaliou caracteristicas morfolégicas de altura
de plantas, peso seco de raiz e parte aérea, em
quatro tratamentos: foram 825ml (capacidade
de campo), 412ml (1\2 capacidade de campo),
206ml (1\4 capacidade de campo) e 103ml (1\8
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capacidade de campo) de irrigacdo semanal. A
deficiéncia hidrica em estadio V4 resultou que,
quanto maior estresse, maior desenvolvimento
de raizes, em sincronismo, reduziu a parte
aérea, esses parametros apresentou que
hibrido Down mostrou-se menos tolerante ao
déficit hidrico, e o hibrido Balu mais responsivo
ao desenvolvimento vegetativo em condigbes
hidricas melhores.

PALAVRAS-CHAVE: Selecao de

Down, Balu, Estresse hidrico

hibrido;

SELECTION OF CORN HYBRIDS
SUBMITTED TO WATER DEFICIT IN STAGE
V4

ABSTRACT: The objective of this work was to
evaluate the behavior of two maize hybrids, Balu
and Down, submitted to different water stresses
up to the V4 development stage. The experiment
was carried out in the Department of Biology
of UFSM, in the municipality of Santa Maria,
RS, in a greenhouse. The experimental design
was a randomized block design. The data were
submitted to the statistical test and the averages
were submitted to the Tukey 5% test, which
evaluated morphological characteristics of plant
height, root dry weight and aerial part, in four
treatments: 825ml (field capacity), 412ml (1\2
field capacity), 206 ml (1 \ 4 field capacity) and
103 ml (1 \ 8 field capacity) of weekly irrigation.
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The water deficit in the V4 stage resulted in the fact that the higher the stress, the
greater root development, in synchronism, reduced the aerial part, these parameters
showed that the Down hybrid showed to be less tolerant to the water deficit, and the
Balu hybrid more responsive to the vegetative development in better water conditions.
KEYWORDS: Selection of hybrids; Down; Balu, water stress

INTRODUCAO

O milho é uma das principais fontes de alimento e a segunda maior cultura de
importancia na producéo agricola no Brasil, sendo superado apenas pela soja, que
lidera a producao de gréos no pais. O milho tem seu crescimento/desenvolvimento
dividido em vegetativo (V) e reprodutivo (R), sendo os estadios vegetativos
subdivididos e designados numericamente como V1, V2, V3 até V(n), sendo n a
ultima folha emitida antes do pendoamento (Vi) (MAGALHAES; DURAES, 2006).
Assim, em V4, 50% das plantas presentes na area cultivada apresentam quatro folhas
totalmente desdobradas e sistema radicular com desenvolvimento consideravel de
pélos absorventes e ramificagbes diferenciadas (FANCELLI; DOURADO NETO,
2000). Neste estadio de desenvolvimento do milho, o sistema radicular é dependente
do suprimento de carboidrato acumulados na parte aérea, que, por sua vez, depende
da absorcéo de agua, da interceptacao da radiacdo e da assimilacéo de dioxido de
carbono.

Quanto a disponibilidade de agua, uma lavoura de milho requer em torno de 600
mm de agua para absorcao durante seu ciclo de crescimento, sendo imprescindivel
para multiplas reagdes fisioldgicas e praticamente todos os processos metabdlicos.
Assim, deficiéncias hidricas iniciais podem comprometer o processo germinativo,
afetando o estabelecimento da cultura e adiando o desenvolvimento reprodutivo das
plantas (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000). Apenas dois dias em estresse hidrico
pode acarretar em reducéo no rendimento de grdos em mais de 20% (MAGALHAES;
DURAES, 20086).

Segundo Bergamaschi et al. (2006), durante o periodo vegetativo o déficit hidrico
ocorre uma reducao do crescimento do milho, devido ao decréscimos da area foliar
e da biomassa. Existem evidéncias que apontam o sincronismo das raizes com a
parte aérea, resultante das rea¢des quimicas nas raizes, decorrente do déficit hidrico
(DAVIES; ZHANG, 1991). Para Kramer (1974), ocorre sincronismo de crescimento
em plantas de milho, que consiste na relacao positiva entre o crescimento da parte
aérea e do sistema radicular, resultando no crescimento da planta. Assim, a relacao
entre as duas estruturas se modificam em funcdo do estagio fenolodgico da planta e
das condi¢bes de meio, em que condi¢des favoraveis promovem o aumento dessa
relacéo e as condi¢des adversas induzem a sua redug¢do (LOOMIS; WILLIAMS, 1963;
UHART; ANDRADE, 1995).

O estresse hidrico na agricultura tem sido um dos parametros de maior influéncia
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para a produtividade e para o agronegécio (SHAO et al., 2008), causando diminuicdo
da éarea foliar em funcdo da desidratacao sofrida pelas células (MORGAN, 1984).
Para a cultura do milho, observa-se a curvatura ou enrolamento dos bordos das folhas
para cima, ocasionada pelas linhas de células buliformes como defesa da exposicéao
a radiacao, por sua vez, diminuindo a area foliar. Durante o periodo de déficit hidrico
também ocorre o fechamento dos estbmatos em resposta a formacéao e liberagdo do
acido abscisico (ABA) das células do mesofilo foliar para o apoplasto foliar. (TAIZ;
ZEIGER, 2011). Porém, nesse periodo néao estdo sendo formados os componentes
do rendimento, em que os efeitos sobre a producédo de grdos sdo atenuados
posteriormente, se as condi¢des hidricas se tornarem favoraveis, garantindo os niveis
satisfatorios de rendimento de graos.

As plantas sob uma condicdo adequadas de agua sao, normalmente, menos
resistentes ao déficit hidrico, pois a planta necessita adaptar se rapidamente as
condicbes morfofisiolégicas, entretanto plantas que ja sofrem com déficit hidrico
gradualmente e\ou inicio do ciclo, estdo mais adaptadas ao estresse hidrico e mais
facilmente ocorre adaptacdo das plantas. Assim, o0 estresse pode ser considerado
como um estado funcional ou como uma resposta dindmica do organismo pela
alteracao do estado de equilibrio, conduzindo o individuo a processos de resisténcia
dos mecanismos homeostaticos, reestabelecendo as funcdes vitais da planta e,
consequentemente, aumentando a resisténcia. A reacéo da planta em condi¢gbes de
estresse é uma situacao de esforgco para se adaptar aos processos letais prevalentes
no protoplasma (LARCHER, 2000).

Embora os mecanismos fisiol6gicos que resultam nesse padréo de crescimento e
desenvolvimento sejam poucos conhecidos, resultados satisfatérios tém sido obtidos
em estudos no melhoramento do milho através da selecao de gendtipos resistentes
ao estresse hidrico (BANZIGER et al., 2002). Estudos que se referem a selecao de
hibridos que suportam estresse hidrico tém que ser feitos, principalmente com vistas
a constituirem populagcbes que suportem mais tempo a falta de agua no solo (LI
et al., 2009), haja vista que o milho possui alta sensibilidade ao estresse hidrico.
Estes estudos sdo especialmente importantes para os gendétipos cultivados no Rio
Grande do Sul devido as grandes oscilagdes de clima na época das safras de milho,
principalmente em periodos criticos da cultura como o pendoamento e o enchimento
de graos (BERGONCI et al., 2001; BERGAMASCHI et al., 2004). Em vista disso,
restricbes séo verificadas em diferentes regides do estado do Rio Grande do Sul para
o cultivo do milho (MATZENAUER et al., 2002), embora se observe que essa planta
pode ser cultivada em qualquer regido dos Estados do Sul.

Aidentificac&o de gendtipos mais adaptados as diferentes condicdes ambientais
podem ser utilizados em programas de melhoramento genético, buscando fornecer
bons alelos para recombinacédo em processos de hibridizacao interespecifica. Além
de estratégias de hibridizacéo pela obtencdo de linhagens, atualmente vem sendo
utilizadas estratégias de selecdo de linhagens em hibridos comerciais para utilizagao
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em cruzamentos topcrosses, pois apresentam alta produtividade, bem como grande
numero de locos favoraveis ja fixados (BOLSON et al., 2016). Assim, é possivel
que a identificacdo de hibridos mais estaveis as condi¢des de déficit hidrico para a
utilizagdo como linhagens seja uma metodologia com potencial para os programas de
melhoramento de milho.

Com base no exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os caracteres
altura de planta, a massa seca da raiz e da parte aérea de hibridos de milho em
estagio vegetativo V4 submetidas a diferentes condi¢cdes de estresse hidrico.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em casa de vegetacdo do Departamento
de Biologia do Centro de Ciéncias Naturais e Exatas (CCNE) da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM).

Foram utilizadas sementes de hibridos de milho denominados Balu e Down,
obtidos na regido de Sdo Gabriel na safra 2015-2016. As sementes foram dispostas
em vasos de 10 litros contendo terra de subsolo predominante na regido para cultivos
de sequeiro pertence a unidade Sao Pedro, e € classificada como Argissolo Vermelho
Distrofico Arénico.

Foram semeadas quatro sementes por vaso, e durante 15 dias foram submetidas
a tratamentos de estresse de hidrico. A irrigagdo foi realizada semanalmente com
diferentes volumes de agua: 825ml (capacidade de campo), 412ml (1\2 capacidade
de campo), 206ml (1\4 capacidade de campo) e 103ml (1\8 capacidade de campo).
Apés esse periodo de cultivo em casa de vegetacéo foi realizado desbaste, deixando
as trés melhores plantas por vaso. As plantas foram submetidas ao estresse hidrico
na segunda semana, 14 dias sem irrigacdo, e posteriormente a irrigagcdo voltou
semanalmente até as plantas atingirem estadio V4.

ApoOs atingirem estadio V4, com a emissao do quarto par de folhas, as plantas
foram retiradas do vaso e lavadas cuidadosamente em agua corrente. As plantas
foram medidas quanto a sua altura total em centimetros com auxilio de uma trena,
e posteriormente, as raizes foram separadas da parte aérea. Ambas as partes da
planta foram acondicionadas em envelopes de papel e mantidas em estufa a 70°C
até atingir peso constante. Apds um periodo de uma semana, as por¢oes das plantas
foram pesadas em balanca digital, obtendo-se o peso seco da parte aérea e o peso
seco de raiz, em gramas.

O delineamento utilizado foi de blocos ao acaso com 10 repeticées. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de varidncia ou andlise de regressdao e 0s
tratamentos comparados pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os diferentes volumes de agua testados influenciaram tanto o crescimento em
altura, quanto peso seco da parte aérea e raiz das plantas de milho. Na figura 1
estdo demonstrados os efeitos dos diferentes volumes na altura das plantas, onde
se percebe que a reducdo da disponibilidade de agua resultou em decréscimo
proporcional da altura da parte aérea das plantas de milho de ambos os hibridos.
Tanto para o hibrido Balu, quanto para o hibrido Down, o melhor ajuste se deu em
uma equacao linear de primeiro grau.

60 -
¢ Balu = Down

Balu=-134x+ 68,5 Down=-95x+545
R2 =0,9909 R? =0,9967

50 -

w0l

30

200 A

Altura de planta (cm)

Tl T2 T3 T4
Volumes de dgua

Figura 1 — Altura média das plantas dos hibridos Balu e Down nos diferentes tratamentos de
estresse hidrico: T1 (825 mL), T2 (412 mL), T3 (206 mL) e T4 (103 mL). Santa Maria, RS, 2016.

Apesar dos hibridos ndo serem comparados, observa-se que de modo geral o
hibrido Balu apresentou altura de planta superior ao hibrido Down nos tratamentos
T1, T2 e T3. J& no tratamento T4, o hibrido Balu apresentou altura inferior ao hibrido
Down, o que pode indicar a existéncia de uma maior interacdo entre esse gendtipo
com o ambiente, bem como de uma maior resisténcia do hibrido Down. Independente
do hibrido € possivel que a diferenca em altura das plantas se devam ao estresse
hidrico em milho afetar o comprimento dos internédios pela perda de turgidez das
células em desenvolvimento, resultando reducao da capacidade de armazenamento
de carboidratos no colmo e menor peso de parte aérea de planta (FANCELLI,
1988). Além isso, o0 crescimento € mais sensivel a condi¢cdes de déficit hidrico que
0s processos fisioldgicos, devido a reducdo da pressao de turgescéncia suprir a
expansao e crescimento celular (SHAO et al. 2008).

Quanto ao peso seco da parte aérea e da raiz do hibrido Balu, observa-se que
com o aumento do estresse hidrico ocorreu o declinio das variaveis (Figura 2). O
tratamento T1, com a aplicagdo de maior volume de agua nas plantas, resultou em
maior peso seco de ambas as partes da planta, com diferencga significativa para os
demais tratamentos. Em contrapartida, os tratamentos T3 e T4 resultaram no menor
peso seco da parte aérea e da raiz, mas sem diferirem significativamente entre si.
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Essa resposta também era esperada, pois com o0 aumento do déficit hidrico também
se espera reducao do peso seco das raizes. Outro aspecto importante é que o déficit
hidrico ndo afetou o peso da planta de forma linear como observado para altura da
planta (Figura 1), indicando que outra tendéncia € observada para este caractere
(Figura 2).

Hibrido Balu

WBalu P. A. OBalu Raiz

Peso seco da
parte aéreaeda 3

raiz (g)

T T2 T3 T4
Volumes de agua

Figura 2 - Peso seco médio da parte aérea e da raiz do hibrido Balu, sob estresse hidrico nos
tratamentos T1 (825 mL), T2 (412 mL), T3 (206 mL) e T4 (103 mL). Santa Maria, RS, 2016.

Na figura 3, estdo demonstrados os pesos secos da parte aérea e da raiz do
hibrido de milho Down. Para peso seco da parte aérea, o tratamento T1 diferiu dos
demais tratamentos, enquanto para o peso seco da raiz, ndo houve diferenca entre o
T1, T3 e T4. Esse resultado mostra que aparentemente a raiz € menos influenciada
pelo déficit hidrico que a parte aérea, o que possivelmente se deva ao fato do déficit
hidrico estimular a expansao do sistema radicular para zonas mais profundas e umidas
do perfil do solo. Isso de deve ao crescimento das raizes principais e secundarias
buscando manter o contato entre a sua superficie e do solo, o qual é essencial para
a absorcao efetiva de adgua (SANTOS; CARLESSO, 1998).

Hibrido Down ®mDown P. A. ODDown Raiz
Peso seco da

parte aérea e da
raiz (g)

=

Tl T2 T3 T4

Volumes de agua

Figura 3 - Peso seco médio da parte aérea e raiz do hibrido Down, sob estresse hidrico nos
tratamentos T1 (825 mL), T2 (412 mL), T3 (206 mL) e T4 (103 mL). Santa Maria, RS, 2016.

Na figura 4 foi realizada a comparacéo da parte aérea e das raizes de ambos
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os hibridos Balu e Down usados no experimento. Observa-se que o hibrido Balu
apresentou maior peso seco da parte aérea do que o hibrido Down. Porém, o peso
seco de raiz foi maior o hibrido Down em relacédo ao Balu. Pode-se observar nesse
caso que o hibrido Down mostrou-se mais resistente ao estresse hidrico do que
o hibrido Balu, pois nesse hibrido a parte aérea resistiu mais a disponibilidade de
agua. Essa resposta pode refletir o mais rapido e melhor ajustamento osmético que
a planta faz diante da falta de agua. Provavelmente, a restituicao aos niveis normais
de disponibilidade hidrica proporcione melhor resposta a recuperacéao das plantas.

B Balu ODown

Pesos secos .
(g) dos hibridos
Balu e Down

PA. Raiz

Hibridos de milho

Figura 4 - Peso seco médio da parte aérea e raiz dos hibridos Balu e Down sob estresse
hidrico nos tratamentos T1 (825 mL), T2 (412 mL), T3 (206 mL) e T4 (103 mL). Santa Maria,
RS, 2016.

Segundo Taiz e Zeiger (2011), o déficit hidrico causa diminuicao no crescimento,
devido a reducao na divisao celular e da area fotossinteticamente ativa, que por sua
vez, interfere na producéo de fotoassimilados e na produtividade. Ndo somente a falta
de &gua, mas também a extensao da deficiéncia afetam a fotossintese e o crescimento.
Um estresse moderado prejudica a fotossintese, inicialmente pela limitagao
estomatica por causa do fornecimento de diéxido de carbono, e posteriormente, em
uma condi¢do mais severa inibe a fotossintese devido a redug¢édo no volume da célula
que contém cloroplasto, alterando o ciclo de Calvin. Esta reducédo interage com a
velocidade de desenvolvimento do déficit hidrico, uma vez que taxas mais lentas
permitirdo o processo de aclimatacéo. Esse processo de climatacéo, nada mais é que
a capacidade, geneticamente determinada, da espécie em lidar com 0 meio ambiente
(SANCHES 2012).

A identificacdo e a selecdo de gendtipos menos suscetiveis as variacdes de
disponibilidade hidrica, ou ainda resistentes a tais variacées € uma dos principais
objetivos almejados em programas de melhoramento desta espécie. A identificacao
hibridos interespecificos de genétipos testados com uma série de linhagens ou
progénies tem disso uma estratégia muito utilizada no decorrer de décadas de
melhoramento genético do milho (BOLSON et al., 2016). Ainda, a utilizacédo de hibridos
comerciais como fonte de novas linhagens, as quais sao denominadas linhagens de
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segundo ciclo, consiste em uma estratégia valiosa e que vem sendo aplicada por
varios melhoristas, por apresentarem alta produtividade e grande propor¢ao de locos
favoraveis ja fixados (BISON et al. 2003; BOLSON et al., 2016). Assim, estudos como
estes auxiliam na identificacdo de genétipos potenciais para utilizacdo em programas
de melhoramento genético de milho, voltadas a recombinacéao e selecao de genétipos
superiores.

CONCLUSAO

Os caracteres altura de planta, massa seca da raiz e massa seca da parte aérea
das plantas de milho sao influenciados pelas condicdes de estresse hidrico. Tanto
a altura da planta, quanto o peso seco da parte aérea apresentaram reducao de
crescimento proporcional a redu¢do da disponibilidade hidrica. Em contrapartida, o
peso seco da raiz foi menos influenciado pela quantidade de agua disponivel.
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RESUMO: O silicio (Si) é classificado como
elemento benéfico para as plantas, sendo
considerado essencial por muitos pesquisadores
sob condicbes de estresse bidtico e
abiético,embora essa essencialidade ainda nao
tenha sido comprovada cientificamente. Uma
vez absorvido pelas plantas, o Si proporciona
muitos beneficios, tais como barreira fisica na
protecao contra doencas, resisténcia mecanica
a ataques por insetos, imobilizacdo de ions
e detoxificacdo dos metais no interior dos
tecidos, aumento da capacidade fotossintética
e produtividade das culturas. Estresses como
deficiéncia hidrica, salinidade, metais pesados,
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ESTRESSES NAS PLANTAS

causados por insetos pragas que, geralmente,
ocorrem sob diferentes condi¢cbes climaticas
durante o desenvolvimento das plantas, os
mecanismos que o0 Si desenvolve ainda sao
pouco compreendidos, sendo variavel para
cada espécie. Contudo, se fazem necessarias
pesquisas para as determinagbes de doses e
fontes de Si que serdo adequadas para a sua
absorcéo efetiva pelas plantas e como resposta
a obtencao dos seus efeitos benéficos sobre as
mesmas.
PALAVRAS-CHAVE:
atenuante.

Silicio, estresse,

BENEFITS OF SILICON AS A STRESS
ATTENUATOR IN PLANTS

ABSTRACT: The silicon (Si) is classified as
a benefic element to the plants, considered
essential by many researchers under conditions
of biotic and abiotic stress. However, this
essentiality has not yet been scientifically
proven. Si once absorbed by the plants provides
many benefits, being this as a physical barrier
in protection against diseases, mechanical
resistance to insect attacks, immobilization
of ions and detoxification of the metals inside
the tissues, increased photosynthetic capacity
and crop productivity. Stresses such as water
deficiency, salinity, heavy metals, caused by
insect pests that usually occur under different
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climatic conditions during the development of plants, the mechanisms that the Si
develops are still poorly understood, being variable for each species. However,
research is needed for dose determinations and sources of Si that will be suitable for
their effective uptake by plants and in response to obtaining their beneficial effects on
them.

KEYWORDS: Silicon, stress, attenuation.

11 INTRODUCAO

A producédo agricola mundial frequentemente é afetada por fatores bibticos e
abiéticos, que comumente verificam-se perdas na producdo de biomassa, assim
como no rendimento, crescimento e desenvolvimento dos vegetais (LI ET AL., 2018).

Alguns elementos quimicos participam na resisténcia a estresses causados por
esses fatores, o silicio € um exemplo. Na agricultura é tratado como um elemento
“‘guase essencial” devido aos resultados promissores no desenvolvimento de
resisténcia a diferentes tipos de estresses, principalmente em monocotiledéneas
(Liang et al., 2015). Os principais estresses que sao amenizados pelo silicio séo: a
deficiéncia hidrica, salinidade, toxidez por metais, desequilibrio nutricional, patbgenos
nas plantas e pragas de insetos (REYNOLDS et al., 2016).

O silicio € considerado o segundo elemento em maior quantidade no solo (CHEN
et al., 2018). Sua presenca nos solos é distinta em trés fases: a fase sélida, a fase
adsorvida e a fase liquida. Na fase sélida, esta presente como minerais de silica,
silicatos primarios e secundarios. Por causa dos processos pedogénicos, quanto
maior forem as fracées de areia e silte, predomina-se o silicato primario, e quanto
maior for fracao argilosa, predominaréo os silicatos secundarios (IMTIAZ et al., 2016).
Enquanto que na fase adsorvida, o silicio estd unido aos sitios de troca de ligantes
em oxidos e hidroxidos de Fe e Al, o que varia a concentracdo de Si na solugao do
solo. Na fase liquida, encontra-se soluvel no solo principalmente na forma de &cido
monossilicico (H,SiO,) (DEBONA et al. 2017).

Nos vegetais, aproximadamente 99% do silicio est4 presente na forma silica e
menos de 1% na forma de colbide ou i6nica. Além disso, todas as plantas na Terra
apresentam silicio na composicao dos seus tecidos, porém, o teor deste elemento
varia expressivamente entre as espécies, com uma variacdo de 0,1 a 10% de silicio
com base no peso seco (SAHEBI et al., 2015).

A absorc¢ao de silicio pelas plantas da solugdo do solo ocorre na forma de acido
monossilicico, molécula ndo carregada também denominada de acido ortossilicico
(H,SiO,). Essa absorc¢éo ocorre por meio de dois mecanismos classificados como ativo
e passivo. A absorcao passiva de Si ocorre juntamente com o fluxo de transpiragéo,
ou seja, com a corrente de agua e nutrientes puxadas durante a transpiragéo.
Enquanto que a absorcéo ativa ocorre por meio de transportadores de efluxo e influxo,

localizados na membrana plasmaticas das células da raiz (RIZWAN et al., 2015).
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Estima-se que em varias espécies vegetais, mais de 90% do silicio absorvido
pelas raizes € transportado para as epidermes das folhas e por fim, é depositado
como silica amorfa, principalmente nos érgéos envolvidos na transpiracéo, onde nao
€ remobilizada (COOKE; LEISHMAN, 2016)

O acumulo de silicio nas paredes das células pode provocar efeitos benéficos
(CUNHA et al., 2008). Esse acumulo ocorre devido a existéncia de um eficiente
sistema de captacéo através de transportadores de canal e de efluxo, que exercem
funcbes relacionadas ao transporte efetivo deste elemento do solo para as raizes e
para a planta como um todo (MA & YAMAJI, 2015).

De forma geral, os transportadores de canal e de efluxo parecem apresentar
caracteristicas essenciais que possibilitam as plantas obterem vantagens na absorcao
de silicio (PONTIGO et al., 2017). O diferencial de absorcao pode ser atribuido as
variadas taxas de expressédo génica e a localizacédo das aquaporinas que facilitam
a absorcao de silicio (MA; YAMAJI, 2015). Alguns fatores como o intemperismo, a
lixiviacéo, a acidez do solo e a baixa saturagao de bases estdo envolvidos na limitagcéo
de absorcéo do silicio soluvel no solo. Usualmente, as plantas absorvem mais esse
elemento em solos menos intemperizados, ou solo geologicamente mais novo em
relacdo a solos acidos, desgastados. (IMTIAZ et al., 2016).

Estudo realizado por Ramouthar (2009) mostra a distribuicdo da area coberta
com Si na epiderme inferior, na epiderme superior e no mesofilo das folhas de cana-
de-acucar cultivada com doses de até 2.000 mg L' de Si (Figura 1). Esses dados
evidenciam o promissor sistema de captacao de silicio em alguns vegetais.

2.000
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1.200

800

Silicio (mg L)

400

1] 5 10 15 20 25 30
Area coberta por depositos de silicio (%)

Figura 1. Area coberta por depésitos de silicio na epiderme inferior, na epiderme superior e no
mesofilo da folha de cana-de-acucar.

Fonte: Ramouthar (2009).
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Em virtude de conhecer como esse elemento beneficia os vegetais em condigdes
de estresse, diversas pesquisas vém sendo realizadas para entender como 0s
mecanismos bioldgicos se comportam evidenciando caracteristicas como: potencial
maximo de produtividade de grdaos na soja, no feijao e no amendoim (CRUSCIOL
et al., 2013); diminuicao da antracnose pela aplicacao do silicio na cultura do sorgo
(SANTOS et al., 2014); diminuicao dos efeitos prejudiciais da salinidade em mamona
(FERRAZ et al., 2015), decréscimo na concentracéo salina em Aloe (XU et al., 2015).
Além disso, o silicio pode regular a resisténcia das plantas ou mesmo a tolerancia
a toxidez causada por metal pesado através de mecanismos externos ou internos
(TRIPATHI et al., 2016).

2 | METAIS PESADOS E SILICIO

O silicio desempenha um papel importante na toxicidade relacionada aos metais
pesados, dentre eles o cromo, o aluminio, o cadmio, o zinco, o niquel, o chumbo,
e (PONTIGO et al., 2015). Recentemente, a poluicdo ambiental com o cromo (Cr)
através da industrializacéo e das atividades humanas tornou-se um problema sério. A
emissao global de Cr excede a de outros metais pesados como Cd, Hg e Pb (Kabata-
Pendias e Mukherjee, 2007). O cromo induz efeitos nocivos ao crescimento das plantas
e reduz a germinacdo de sementes, induz danos oxidativos que afetam a absorcéao
de nutrientes, os processos de fotossintese, o balanco hidrico e o metabolismo de
nitrogénio (SINGH et al., 2013). O crescimento das plantas, assim como o rendimento
de graos e a producao de biomassa séo prejudicados pela toxicidade do cromo nas
plantas (GILL et al., 2015).

Sendo assim, diversas pesquisas demonstram que o silicio atenuou a toxidez
do cromo. De acordo com Ali et al. (2013) o silicio diminui de forma significativa
a concentracdo de cromo nas folhas, no caule e nas raizes da cevada submetida
ao estresse de cromo. Ashfaque et al. (2017) concluiram em sua pesquisa com Si
no alivio do estresse por Cr em Brassica juncea L., verificou que a aplicacéo de Si
melhora a toxicidade induzida pela Cr, reducdo da absorcdo e acumulacao de Cr e
melhora a atividade fotossintética nas plantas.

O estresse por aluminio também pode ser atenuado quando submetido a
tratamentos com silicio. De acordo com Emamverdian et al. (2015), o silicio atua na
planta, complexando-se com os ions de aluminio, fazendo com que este se torne
indisponivel para absor¢céo ou para induzir modificagdes na bioquimica e na fisiologia
das plantas. Varios estudos concluem que a interacdo entre esses dois elementos
qguimicos (silicio e aluminio) ocorre preferencialmente no interior da planta (GIONGO &
BOHNEN, 2011). Exemplos séo encontrados no milho (EMAMVERDIAN et al., 2015),
na batata (LIMA et al., 2016). Pontigo et al. (2017) estudando o efeito do silicio na
toxicidade do aluminio em azevém encontraram os primeiros indicios bioquimicos e
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moleculares de que o silicio neutraliza os efeitos prejudiciais causados pelo aluminio.

O cadmio (Cd) é considerado um dos elementos mais toxicos, mesmo em
concentragdes muito baixas, e pode ser liberado no meio ambiente por fontes
geogeénicas e antropogénicas. E altamente toxico para as plantas durante sua vida
util, podendo induzir problemas no seu crescimento e desenvolvimento (IMTIAZ et al.,
2016). As plantas podem facilmente assimilar o Cd e acumula-lo na sua parte aérea
e radicular, danificando-as, reduzindo a fotossintese, diminuindo a concentragao de
elementos essenciais e inibindo o crescimento (GAO et al., 2018).

Para Bokor et al., (2014) o zinco (Zn) é um micronutriente vegetal que se torna
fitotdbxico em concentracbées supra-6timas, causando danos a membrana, clorose
foliar e escurecimento radicular e baixa producao de massa fresca de folhas, caules
e raizes.

O Ni é um dos metais pesados que sao descarregados das industrias e fabricas
de Ni, incineracdo de esgoto, atividades de mineragdo, queima de combustiveis
fosseis, adubacao e fertilizantes (RIZWAN et al. 2018). Ashraf et al. (2013) realizaram
um experimento em vaso irrigado com aguas residuais contendo excesso de Ni
mediada por Si, em planta de tomateiro. Verificaram que a suplementacdo de Si
amenizou a toxicidade induzida pelo Ni e reteve mais Ni nas raizes, reduzindo sua
translocacao para as partes aéreas. Estudo realizado por Khaliq et al. (2015) em
plantas de algodao relatou que a aplicacéo de Si aumentou o crescimento de algodéo,
biomassa e pigmentos fotossintéticos sob estresse de Ni, reduzindo o estresse
oxidativo e intensificou as atividades de enzimas antioxidantes em raizes e folhas,
constatando que o Si pode aliviar a toxicidade do Ni no algodao.

31 SALINIDADE E SILIiCIO

Além dos efeitos benéficos do silicio contra estresse por metais pesados,
este elemento também atenua o estresse causado pela deficiéncia hidrica e pela
salinidade. De acordo com Zhu e Gong (2014) tanto o estresse causado por acumulo
de sais como por falta de agua restringe tanto o crescimento quanto a produtividade
das culturas, devido estes estresses impedirem o equilibrio ibnico e osmético nas
células. Segundo o mesmo autor, trabalhando o efeito do silicio em relacao ao sal,
aesse elemento favorece a formacao de uma barreira fisica no sistema radicular dos
vegetais promovendo resisténcia a salinidade, assim como melhorando o teor de
agua nas plantas. Yin et al. (2013) verificaram que a adi¢céao de silicio em um periodo
curto de tempo reduziu os niveis de s6dio em sorgo, porém nao elevou os niveis de
potassio, mais elevou os de sacarose e frutose.

Trabalhando com planta de girassol aplicando silicio sob estresse salino,
Conceicéo, (2015) verificou que o Si, induziu aumentos consideraveis no conteudo
relativo de agua (CRA), assim como possibilitou a diminuicdo de vazamentos de
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eletrolitos (VE) das plantas induzidas por estresse salino. Segundo a autora, o Si
mitigou os efeitos deletérios da salinidade, evitando a perda de agua e vazamento de
componentes citoplasmaticos.
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Figura 2: Vazamento de eletrolitos (VE) em folhas (a) e raizes (b) e conteudo relativo de agua
(c) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) cultivadas em solug&o nutritiva, em funcéo de
concentracoes crescentes de silicio (Si) e de NaCl. Fonte: Conceigéo, 2015.

Pesquisa realizada por Souza et al. (2016) verificou a atenuacdo do silicio
no metabolismo do nitrogénio em funcéo do estresse salino em plantas de sorgo
(Sorghum bicolor [Moench.]) e concluiu que a dose indicada para atenuar a acéo
salina foi 1,5 e 2,0 uM de silicio. Lemos Neto et al. (2018) estudando o potencial
de silicio como atenuador dos efeitos da salinidade na cultura de alface, concluiram
que este elemento foi eficaz na reducao dos efeitos do acumulo de sais na qualidade
pods-colheita. Zhu et al. (2015) verificaram também que a adi¢ao de silicio elevou a
expressao de aquaporina nas plantas de sorgo e pepino submetidos a salinidade.

4 | DEFICIENCIA HIiDRICA E SILiCIO

Em relacdo ao efeito atenuador do silicio no estresse hidrico, um estudo realizado
por Lobato et al. (2009) verificou em plantas de pimentdo (Capsicum annum L.)
induzidas ao déficit hidrico que o Si aumentou a tolerancia a esse estresse, mantendo
em niveis mais elevados os parametros de conteudo relativo de agua da folha,
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transpiracdo, condutancia estomatica, clorofilas a e b, assim como carotendides.

Souza et al. (2015) avaliando alteragdes bioquimicas em sorgo (Sorghum bicolor
L. Moench) ap6s exposicao a estresse hidrico e aplicacdes de Si, verificaram que esse
elemento atenou os efeitos negativos do estresse, favorecendo o cultivo em areas
de baixa disponibilidade hidrica, concluindo em sua pesquisa que a aplicacao deste
composto silicatado é altamente recomendada, em especial para regiées submetidas
a condicdes secas. Para Liu et al. (2014), a utilizacdo do silicio elevou de forma
significativa a expressao dos genes da aquaporina, elevando consequentemente a
captacao de dgua do sistema radicular no sorgo submetido a condicao de deficiéncia
de agua.

Alzahrani et al. (2018) trabalhando com crescentes dosagens de Si, observaram
que este elemento melhorou os parametros de trocas gasosas de plantas de trigo
submetidas a deficiéncia hidrica, como pode-se observar na tabela 1 abaixo.

Controle Deficiéncia hidrica

Tratamento de Si -
Contetdo Relativo de Agua (%)

omM 61.4+2.5a 42.4+1.8c
2mM 62.2+2.4a 46.5+1.6b
4mM 61.8+2.6a 51.2+1.9a
6mM 61.8+2.8a 50.9+1.7a

Taxa fotossintética liquida (umol CO, m?s™)

OmM 12.9+0.2a 7.2+0.2¢c
2mM 12.9+0.2a 8.9+0.2b
4mM 12.9+0.2a 10.5+0.3a
6mM 12.9+0.2a 9.6+0.3ab

Transpira¢éo (mmol H,O m?s™)

omM 6.12+0.16a 3.68+0.10c
2mM 6.20+0.15a 4.55+0.12b
4mM 6.20+0.20a 5.12+0.11a
6mM 6.16+0.18a 4.80+0.12a

Condutancia estomatica (mmol H,O0 m? s")

0OmM 0.46+0.01a 0.28+0.01c
2mM 0.46+0.01a 0.34+0.01b
4mM 0.46+0.01a 0.38+0.01a
6mM 0.46+0.01a 0.34+0.01b

Tabela 1. Efeito do silicio nos par@metros de trocas gasosa de plantas de trigo submetidas a
deficiéncia hidrica.

Fonte: Adaptado de Alzahrani et al., (2018).

5| SILICIO E ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Pesquisas cientificas tém demonstrado que a utilizacdo de diferentes
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concentracdes de silicio aumenta o potencial da atividade de enzimas antioxidantes,
tais como a catalase, ascorbato peroxidase e superoxido dismutase promovendo
o ajuste osmoético (KHOSHGOFTARMANESH et al., 2014). Alzahrani et al. (2018)
trabalhando com plantas de trigo suplementadas com crescentes concentracoes
de silicio, observaram maior toleréncia a deficiéncia hidrica, salinidade e toxicidade
por cadmio através da melhoria nas atividades de superéxido dismutase, catalase e
peroxidase.

Barbosa et al. (2015) observaram que o aumento na concentracao de silicio
induziu o aumento de Ascorbato e glutationa (GSH) na folha de milho sob tratamento
de silicio. Segundo os mesmos autores a aplicacdo de silicio promoveu uma reducéo
no nivel de perdxido de hidrogénio (H,O,) nas folhas de milho. Os mesmos autores
concluiram que o silicio promove efeitos benéficos nos pigmentos relacionados ao
processo fotossintético e na estabilidade da membrana celular em plantas jovens de
milho. O silicio pode reduzir os niveis de malondialdeido, que € o produto final da
peroxidacao dos lipidios nas membranas de cevada (LIANG et al., 2003).

6 | INSETOS PRAGAS E SILIiCIO

Apesar de conhecida a capacidade de controle pela aplicagdo de Si, atualmente,
ainda nao se sabe ao certo 0 mecanismo na supressao de insetos pragas nas
inUmeras lavouras ao redor do mundo, mas hipéteses sdo levantadas. A primeira
aponta que o controle é exercido pela deposicao de silica amorfa na parede celular da
epiderme dos tecidos vegetais, caracterizando uma barreira fisica, elevando a dureza
dos tecidos nas plantas e reduzindo a digestibilidade (reduzindo acesso ao nitrogénio
e carbono durante a digestédo), causando altera¢des na biologia dos insetos pragas,
podendo levar a diminuicdo de fecundidade e elevacdo de taxa de mortalidade
(SANTOS et al., 2015). A segunda hipbtese é que o Si pode estimular mecanismos
naturais de defesa da planta, como a complexacao e estimulo a sintese e mobilidade
de compostos fendlicos no apoplasma, producao de quitinases, acimulo de lignina e
producao de peroxidase, enzima que participa da regulagédo hormonal, diferenciacao
celular, biossintese de lignina, resposta geral a estresses (EPSTEIN, 1999).

O Si soluvel é considerado um excelente elicitor, pois esta envolvido na defesa
quimica induzida por meio do aumento da producéo de enzimas de defesa ou da
possivel melhoria na liberacdo de volateis responsaveis pela atracdo de inimigos
naturais, melhorando assim o controle bioldégico dos herbivoros (REYNOLDS et al.,
2009). Um exemplo a ser citado esta na forte interacao entre Si e jasmonatos (JA)
atuando na defesa contra insetos e na atratividade aos inimigos naturais (YE et al.,
2013).

A acdo do Si sobre os insetos herbivoros pode ocorrer de duas formas: agao
direta e acao indireta. Os efeitos diretos incluem a redugcéao no crescimento da planta
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e na reproducéo do inseto, com simultanea reducdo do dano na planta. Os efeitos
indiretos podem ser considerados como a diminuicdo ou atraso da penetracdo do
inseto na planta, reduzindo o tempo de exposi¢cdo da planta as pragas (KVEDARAS;
KEEPING, 2007). Insetos herbivoros representam apenas um tipo de estresse bidtico
para o qual o silicio pode providenciar certa defesa, com consequente aumento na
producéo, principalmente em cultivares suscetivel (LAING & ADANDONON, 2005).

Estudos com silicio tem sido cada vez mais aprofundado, contribuindo para o
avanco desse elemento “quase essencial” na agricultura e atividades florestais. A
utilizacdo desse elemento é notéria em varias linhas de pesquisa como fisiologia,
bioquimica, nutricdo, fitopatologia, mas ainda é insuficiente para qualifica-lo como
elemento essencial as plantas, portanto, ainda se faz necessario aprofundar cada vez
mais o conhecimento desse elemento nessas linhas de pesquisa.

7 1 CONCLUSAO

Diante do exposto, as evidéncias sdo bastantes claras quanto aimportancia desse
elemento no crescimento e desenvolvimento vegetal Contudo, ainda séo necessarios
mais estudos que ajudem a compreender melhor o papel do silicio como atenuador
de estresses, pois compreendendo os efeitos benéficos desse elemento, podera ser
possivel utiliza-lo em escala comercial com intuito de melhorar a produtividade das
culturas afetadas por diferentes tipos de estresses.
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RESUMO: Criopreservacdo é uma biotécnica
capaz de preservar células e tecidos a
longo prazo por meio da redugdo drastica de
sua temperatura. Contudo, esse processo
produz danos celulares conhecidos como
crioinjurias que podem ser debelados com a
utilizacéo de produtos bioquimicos conhecidos
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por crioprotetores.
objetivo examinar tdpicos importantes acerca

Este artigo teve como

da criopreservacdo de gametas, como a
historia de sua descoberta e utilizacdo e
suas principais processos e componentes
utilizados na atualidade.
pesquisa bibliografica através de analise

Realizou-se uma

detalhada de materiais publicados na literatura
anteriormente, examinando topicos sobre a
biotécnica criopreservagcdo e seus processos.
Concluiu-se que se faz necessario uma melhor
compreensdo da quimica e da biologia por
trds do congelamento e descongelamento
para um maior avango na utilizacdo desta
biotécnica. Além disso, determinou-se que a
criopreservacao bem-sucedida de amostras
bioldgicas pode desempenhar um papel crucial
em pesquisas relacionadas a utilidade clinica
de todos os tipos de testes em humanos.
PALAVRAS-CHAVE: Biotécnica. Biotecnologia.
Gestacéo assistida.

MINIRREVISION: CRYOPRESERVATION OF
GAMETES

ABSTRACT: Cryopreservation is a
biotechnology capable of preserving cells
and tissues in the long term by drastically
reducing its temperature. However, such a
process produces cellular damage known as
cryoinjury which can be killed by the use of
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biochemicals known as cryoprotectants. This article aimed to examine important topics
about cryopreservation of gametes, such as the history of their discovery and use
and their main processes and components used today. A bibliographical research was
carried out through a detailed analysis of previously published literature, examining
topics on cryopreservation biotechnique and its processes. It was concluded that a
better understanding of the chemistry and biology behind the freezing and thawing
is necessary for a greater advance in the use of this biotechnology. In addition, it has
been determined that successful cryopreservation of biological samples may play a
crucial role in research related to the clinical utility of all types of tests in humans.
KEYWORDS: Biotechnique. Biotechnology. Assisted gestation.

11 INTRODUCAO

Criopreservacéo em suas mais variadas formas € uma das principais tecnologias
facilitadoras para terapias celulares para atender a explosao de interesse e praticidade
das terapias celulares nos ultimos anos. Desta forma, este processo é amplamente
aceito para descrever a preservacao de células vivas e capacidade de reanimacgéao
biol6gica (JANG et al., 2017).

Na realidade, a biopreservacao celular pode ser alcangada através de uma gama
de temperaturas reduzidas, que aumentam a sobrevivéncia apds reduzir atividades
bioldgicas, contudo existem algumas limitacbes que dependem da modalidade
escolhida. A concepcao de criopreservacdo mais apresentada em estudos € o
armazenamento de células vivas a temperaturas criogénicas fornecidas por nitrogénio
liquido ou o vapor associado (variando de -196° a aproximadamente -170°C). O maior
desafio para o se alcancar o sucesso em criopreservagao é a mudanca de fase da
agua que ocorre quando se diminui a temperatura abaixo de 0°C. Houveram muitos
estudos ao longo das ultimas décadas sobre os efeitos biol6gicos do congelamento
na maioria das vezes reino vegetal (JANG et al., 2017; FULLER et al., 2017; IAVOR
et al., 2018).

Diante do exporto, nesta revisdo examinaremos topicos importantes acerca da
criopreservacao de gametas, como a histéria de sua descoberta e utilizacdo e suas
principais processos e componentes utilizados na atualidade.

2 | MATERIAIS E METODOS

Como recurso metodolégico para alcancar o objetivo de averiguar a importancia
da fase pré-analitica na manutencdo de resultados corretos e seguros em um
laboratério de analises clinicas (determinando o papel e a relevancia da fase pré-
analitica na obtencéo de resultados corretos e seguros nos laudos emitidos por um
laboratério clinico), utilizou-se a pesquisa bibliografica narrativa que foi realizada por
meio de analise detalhada de materiais publicados na literatura anteriormente, além
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de artigos cientificos que foram divulgados em meio eletrénico.

Foram utilizados artigos e livros, pois se tratam de embasamento teérico
para pesquisa e fontes disponiveis em meio eletrénico, através da base de dados
Lilacs, Medline e Scielo contendo as palavras — chave: criopreservagao e gametas
masculinos e femininos. As estratégias de busca foram criopreservag¢ao and gametas,
criopreservacao and gametas masculinos e criopreservacao and gametas femininos.

Como populacéao de estudo, foram verificados 52 artigos cientificos, onde foram
excluidos 22 artigos por ndo obedecerem aos critérios de incluséo, no periodo de
janeiro a julho de 2019. Os artigos e livros utilizados foram publicados entre os anos
1897 e 2019, segundo o esquema resumido na figura 1.

Pesquisa
bibliografica narrativa

Periodo desejado: de
janeiro a julho de

Palavras-chave:
criopreservagao e

- gametas masculinos e 4 2019
femininos

* Bases de dados: . o » Os artigos publicados
Lilacs, Medline, & ° 52 artigos cientificos; N entre os anos 1897 e
PubMed e Scielo. » 22 excluidos. 2019.

Figura 1: Esquema metodolégico de busca de dados na literatura.

Fonte: Préprio autor.

Os critérios de exclusdo foram: artigos que n&o condizem com o objetivo
proposto do presente estudo e aqueles que ndao possuem texto completo disponivel.
N&o foi utilizado limite de tempo para busca dos artigos. O planejamento obedeceu
as seguintes etapas: (1) os artigos foram selecionados de acordo aos critérios de
inclusao; (2) leitura do resumo; (3) leitura e andlise dos artigos incluidos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Breve histéria da criopreservacao

O crescente entendimento dos efeitos de congelamento advém com o
desenvolvimento de microscopios capazes de observar diretamente este processo,
por exemplo Molisch (1897) descreveu o processo de congelamento em tecidos
vegetais, destacando um dos problemas centrais com formacao de gelo: exposicao
das células a um ambiente hiperténico residual com solutos, originalmente dissolvidos
no ambiente aquoso, mas que sdo excluidos da estrutura de cristal de gelo. Desta
maneira, as células experimentaram um estresse osmoético letal que pode ser
detectado no nivel estrutural depois do descongelamento.

Outros cientistas da mesma época publicaram seus achados, como Maximov
(1912) que forneceu evidéncias de que plantas que suportam o inverno do norte
da Rdssia, os tecidos passaram por um processo de endurecimento sazonal
acompanhado por acumulo de solutos como alguns agucares. Nos ultimos 50 anos,
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outros autores continuaram a explorar os principios biofisicos e efeitos biol6gicos
da transicao para fase de gelo no interior de células, como Luyet (1947) que em seu
estudo fez muitas observacdes pertinentes sobre estruturas de cristal de gelo, as
mudancgas provocados pelas alteracées na cinética de resfriamento ou a presenca
de solutos em meio aquoso e seus efeitos em células vivas. Influenciado por esses
estudos, Polge e colaboradores (1949) em seus estudos sobre congelamento de
células reprodutivas (notavelmente espermatozoides de aves para melhorar a criagéo
animal no periodo pés Segunda Guerra Mundial) apresentaram a primeira evidéncia
clara de recuperagdo de células funcionais apds deliberada exposicao criogénica
profunda (neste caso a -79°C usando carbono soélido, uma vez que nitrogénio liquido
nao estava disponivel naquele momento). A chave para o seu sucesso foi a exposicao
do esperma ao glicerol antes do processo de resfriamento (FULLER et al., 2017).

3.2 Processos de Criopreservacao e Seus Componentes

Para se entender o processo de criopreservacdo, tem-se que entender
inicialmente os processos termodinamicos de mudanca de fase agua-gelo e suas
implicacdes para a células. Como é universalmente aceito, a 4gua € o componente
essencial para quase todos os processos biolégicos, € sua remocgédo durante a
formacgao de gelo submete a célula a desafios extremos. Desta forma, sabe-se que
existem diversos mecanismos de lesdo nas celular mal compreendidos, contudo
€ possivel enumerar os principais eventos a serem debelados para se obter uma
criopreservacdo com alta taxa de sobrevivéncia, como a intolerédncia osmoética,
toxicidade dos crioprotetores, lesao por resfriamento ou choque frio associada com
a reducao da temperatura de nucleacéo e lesdo associada a mudanca de fase agua-
gelo até um estado vitreo, conforme figura 1 (MOTTA et al., 2014; WOODS et al.,
2016; BAUST et al., 2017).

Excurgoes osmoticas transitorias durante a
adigdo/remocgéo de crioprotetores;
Efeitos do soluto durante o congelamento.

oHic

- 05T
\mo\et’a“""a

Toxicidade quimica (mal definida,

L. ioprotetor
Toxicidade pelo criop crioprotetor e celular especifico).

Res

friamento/choque frio

y
Or,
"la "‘éo

Peroxidagio lipidica;

Desequilibrio metabélico devido a reag

dependentes da temperatura (e outros
i mal P wdidos).

7
’Tfl'aoe lU[

Integridade comprometida da
membrana celular/organela

Figura 1: Possiveis mecanismos de danos que podem ocorrer durante o processamento de
criopreservacgao.

Fonte: WOODS et al., 2016.
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Para tanto, o comportamento de congelamento das células pode ser alterado
na presenca de um agente crioprotetor, que afeta as taxas de transporte de agua,
nucleacao e crescimento de cristais de gelo. Portanto a adicdo de crioprotetores €
uma pratica comum durante criopreservagao para reduzir os danos causados pelo
congelamento e descongelamento induzidos nas células. Eles protegem lentamente
célulascongeladas através de efeitos coligativos, mitigando o dano do soluto suprimindo
a concentracao de sal na fracdo ndo congelada a uma determinada temperatura.
Também se presume que a viscosidade cada vez mais alta dos crioprotetores durante
a diminuicdo da temperatura pode inibir ou retardar o crescimento de cristais de gelo
prejudiciais. Ha4 uma grande dificuldade em sua escolha, variando de solutos de
baixo peso molecular, como DMSO e glicerol, acucares como sacarose, para alto
peso molecular polimeros tais como polivinilpirrolidona e hidroxietil amido (quadro 1)
(JANG et al., 2017; ROGULSKA.; PETRENKO, PETRENKO, 2017).

Cripoprotetores identificados por ***comum, **moderada ou *infrequente
escolha do agente

Agentes de permeabilidade Aglcares (que podem permear Polimeros
celular células em um grau dependendo
tamanho molecular)
DMSO *** Sacarose *** Polietilenoglicol (PEG) ***
Etilenoglicol *** Trehalose *** Hidroxi Etilamido ***
Propilenoglicol *** Rafinose ** Polivinilpirrolidona (PVP) **
Glicerol ** Manitol ** Ficoll **
Metanol * Glucose * Proteinas séricas (mistura) **
Etanol * Galactose * Proteinas do leite (mistura) **

Misturas especificas de crioprotetores sdo freqlientemente selecionadas para estratégias especificas de
preservagao celular. Os oligossacarideos tendem a atuar como crioprotetores de agdo osmotica ndo
permeante, enquanto os monossacarideos podem permear células de mamiferos em um grau dependendo

do tipo de célula.
_______________________________________________________________________________________________________|

Quadro 1:
Fonte: FULLER et al. 2017.

Nesta divisdo, apresentam-se sub-classes como aqueles que atravessam a
membrana plasmatica, interagindo com os meios intra e extracelulares e os que néo
atravessa. A eficacia de um crioprotetor para um determinado tipo de célula geralmente
depende da permeabilidade e sua toxicidade. Atualmente o DMSO é o mais utilizado
por possuir a capacidade de permear a maioria das células e historicamente tem
produzido melhores resultados pos-descongelamento do que outros, e também por
ser de facil acesso. Entre as maiores realizagGes cientificas, a criopreservacdo de
embrides ganhou destaque ha mais de 45 anos (MASSIE et al., 2014; PETRENKO,
PETRENKO, 2017).

Em 1972, Whittingham e associados tiveram sucesso na criopreservagao de
embrides de oito células de camundongos. Desde aquela época, um grande namero
de embrides de varias espécies de mamiferos foram congelados, descongelados
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e, eventualmente, transferidos com sucesso, provando assim os beneficios deste
procedimento. Aideia de congelar os gametas humanos para seu uso futuro encorajou
oscientistas aincorporar a criobiologia no campo da medicina reprodutiva. Os cientistas
descobriram pela primeira vez como congelar com sucesso um embrido, e somente
depois disso, conseguiram uma criopreservacao bem-sucedida do odcito. O primeiro
bebé nascido apds uma transferéncia de blastocisto congelado e, posteriormente,
descongelado foi relatado por Cohen et al. (1985). A criopreservacao de embrides é
agora um procedimento de rotina e existem dados publicados suficientes que apoiam
a sua eficacia. Em se tratando de perspectivas futuras, em se tratando de estatisticas,
tem-se que o numero de transferéncia de embrides aumentou maus de 2,5 vezes nos
ultimos 20 anos, contudo quando se discutem embrides congelados e seu uso na
pratica clinica, a primeira questao que surge € o risco para a prole, quando estamos
aplicando essa tecnologia (PUSCHMANN et al., 2014; MAZIARZ et al., 2016; JANG
et al., 2017).

41 CONCUSAO

Uma melhor compreensdo da quimica e da biologia por trds do congelamento
e descongelamento sera necessaria para o desenvolvimento futuro deste processo
e para encontrar 0 método de criopreservacdo mais seguro e eficaz para todos os
tipos de amostras. A criopreservacao bem-sucedida de amostras biolégicas pode
desempenhar um papel crucial em pesquisas relacionadas a utilidade clinica de todos
os tipos de testes em humanos. Coletivamente, os objetivos futuros mais proeminentes
da criopreservacédo devem se concentrar no desenvolvimento de procedimentos que
afetam minimamente a integridade das células ou tecidos criopreservados, seguidos
pela padronizacéo e otimizac¢ao da técnica para uso rotineiro, tornando, desta forma,
Seu uso seguro, simples e barato.
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RESUMO: A Amazbénia ¢é reconhecida
mundialmente como um grande reservatério de
espécies animais e vegetais e fonte inestimavel
deriquezas. No entanto, boa parte das espécies
que ocorrem neste bioma apresenta caréncia
de informag¢des e sofrem com as ameacas
provenientes de atividades antrépicas como a
expansao da pecuaria, a extracdo madeireira, o
agronegocio, a mineracgao ilegal e a sobrecaca.
Neste artigo apresentamos como diferentes
ferramentas biotecnoldgicas tém possibilitado
melhor conhecer e aproveitar a megadiversa
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FAUNA E FLORA AMAZONICA

fauna e flora amazdnica em diversas areas
de interesse, como a quimica de produtos
naturais, a alimentacdo e saude humana, e a
produtividade vegetal e animal.
PALAVRAS-CHAVE:

Biodiversidade, Uso sustentavel

Amazobnia,

BIOTECHNOLOGY AS ATOOL FOR
KNOWLEDGE AND CONSERVATION OF
AMAZON FAUNA AND FLORA

ABSTRACT: The Amazon is globally recognized
as a large reservoir of plant and animal species
and invaluable source of wealth. However, most
of the species that occur in this biome has lack
of information and suffer threats from human
activities such as livestock expansion, logging,
agribusiness, illegal mining and overhunting.
In this article we present how different
biotechnological tools have been used to better
know and enjoy the megadiversa Amazon fauna
and flora in several areas of interest such as
chemical of natural products, food and human
health, and plant and animal productivity.
KEYWORDS:Amazon, Biodiversity, Sustainable
use

11 INTRODUCAO

O Brasil possui um terco das florestas

tropicais remanescentes do mundo e é
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reconhecidamente um dos mais importantes repositérios da diversidade bioldgica
mundial, englobando pelo menos 13% de todas as espécies que existem (AYRES et
al., 2005; LEWINSOHN, 2006).

Apesar dos numeros expressivos, boa parte das espécies brasileiras,
principalmente as que ocorrem na regido amazénica, apresenta caréncia de
informacbes ecoldgicas e populacionais (MACHADO et al., 2005). A grande
tendenciosidade amostral, ditada por fatores como acessibilidade a areas e
determinadas tipologias florestais, a grande variagéo espacial dos esforcos de coleta
e observagcdo, e a pequena propor¢cao amostrada até o momento, mesmo para
os taxons mais conhecidos, sugere um desconcertante desconhecimento sobre a
Amazébnia (PERES, 2005). Consequentemente, temos grandes dificuldades em
planejar a adequada conservagao e uso sustentavel de seus recursos naturais.

Sem duvida, a Amazdnia brasileira enfrenta as maiores ameacas e apresenta
as maiores oportunidades para a conservacao da biodiversidade da nossa época
(PERES, 2005), por isso, o uso de novas abordagens e ferramentas que permitam
melhor conhecer seus inUmeros organismos, passou a ser impositivo. Neste artigo
apresentamos como a Biotecnologia vem sendo utilizada como ferramenta para o
conhecimento e uso sustentavel das espécies da fauna e flora amazédnica.

2|1 BIOTECNOLOGIA E CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE

O termo biotecnologia € utilizado para definir o conjunto de tecnologias que
utilizam sistemas bioldgicos, organismos vivos ou seus derivados para a produgao
ou modificacdo de produtos e processos para uso especifico, bem como para gerar
novos servigos e produtos Uteis para os diversos segmentos industriais e para a
sociedade (BRASIL, 2010). Nesse sentido, muito antes que o0 homem entendesse a
Biologia, ele ja lidava com a biotecnologia na producéo de vinhos e paes (BOREM,
2005).

Atualmente, com o0 avango dos estudos em genética, fisiologia, zoologia,
botanica, agronomia, e areas afins, a biotecnologia tem ocupado cada vez mais um
espaco de vanguarda na geracado de conhecimentos da biodiversidade e no melhor
aproveitamento das espécies.

No Brasil, a biotecnologia integra a base produtiva de diversos setores da
economia, com um mercado de produtos biotecnoldgicos que atinge a ordem de 2,8
% do PIB nacional (ASSAD; AUCELIO, 2004), e sua atuacdo tem aumentado em
namero e em intensidade em esferas com interesses diversificados, como empresas
do setor quimico e farmacéutico, instituicées de ensino, pesquisa e desenvolvimento,
jardins botanicos e zoolégicos, organizagcdes ndo governamentais, comunidades
locais e populacdes indigenas (ODALIA-RIMOLI et al., 2000).

Sao inumeros os exemplos dos avangos recentes, como 0s novos medicamentos
produzidos por engenharia genética, 6rgdos e tecidos para transplante sem

Genética e Melhoramento de Plantas e Animais Capitulo 9




rejeicdo, plantas utilizadas como vacinas, vegetais enriquecidos com vitaminas,
micro-organismos geneticamente modificados para biorremediacédo e biomateriais
de aplicacdo em saude humana e de uso industrial (tecidos, plasticos vegetais e
biodegradaveis, polimeros, produtos quimicos e de eletrénica molecular).

No entanto, as novas técnicas de exploragcdao da biodiversidade permeiam o
conceito conservacionista, objetivando ndo somente o ganho econdémico, mas,
principalmente, a conservacdo dos recursos naturais (ODALIA-RIMOLI et al., 2000).
Desta forma, agcbes de bioprospeccao em areas de alta diversidade biologica, tais
como a Amazodnia, tém crescido substancialmente nos ultimos anos e contribuido
para a geracao de novos conhecimentos sobre padrées populacionais das espécies,
recuperacao de populacdes em declinio, exploracdo sustentavel de substancias e
principios ativos, e geragdo de renda para comunidades envolvidas no cultivo ou
extracédo das espécies.

31 FERRAMENTAS BIOTECNOLOGICAS NA CONSERVACAO DA FAUNA
AMAZONICA
3.1 DNA mitocondrial e DNA barcode

O DNA mitocondrial (DNAmt) € uma molécula relativamente grande e pode
ser facilmente detectada através de diversos métodos, como enzimas de restricao,
polimorfismo de conformacdo em fita simples e sequenciamento. O principal uso
deste tipo de DNA na conservacgao estd na resolucdo de incertezas taxonémicas,
na definicdo de unidades de manejo e no auxilio ao entendimento da biologia das
espécies. Espécies agrupadas incorretamente, pela auséncia de uma identificacao
taxondmica correta, podem ficar sem protecéo legal, sofrer hibridizagdo com outras
espécies, e permitir que espécies ndo reconhecidas que estdo em perigo tornem-se
extintas (FRANKHAM et al., 2008).

Recentemente, Hrbek et al. (2014) utilizaram anélises de DNAmt e DNA
nuclear para propor a descoberta de uma nova espécie de golfinho fluvial, o boto-
do-Araguaia (Inia araguaiaensis). Apesar de apresentar diferencas morfolégicas
sutis com as duas espécies do género Inia descritas até entdao (/. geoffrensis e |.
boliviensis), a comprovacao que se tratava de uma espécie distinta foi feita somente
apos analises de DNA de dezenas de botos da bacia do Solimbes-Amazonas, da
sub-bacia Boliviana, e do rio Araguaia. Apds as anadlises, os autores observaram
que nao havia compartilhamento de linhagens entre os animais estudados. Estudo
similar foi desenvolvido por Huergo (2010) nos rios da Amazodnia a fim de estimar
a diversidade genética da piraiba (Brachyplatystoma filamentosum) e da piraiba-
negra (Brachyplatystoma capapretum) por meio do DNAmt. O estudo detectou a
possibilidade de existirem mais duas espécies, mostrando a necessidade crescente
do conhecimento sobre os recursos aquaticos amazdnicos para subsidiar 0 seu
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manejo e conservacao adequados.

Neste contexto, surgiu a ideia de realizar a discriminagdo de todas as espécies
vivas do planeta através da utilizacdo de um pequeno segmento padronizado de
DNA, técnica conhecida por codigo de barras de DNA ou DNA Barcode (SOUSA
et al., 2015). Para os animais, foi estabelecida como cddigo de barras uma regiao
de um gene mitocondrial denominado de citocromo C Oxidase Subunidade | (COI)
(AZEREDO-ESPIN, 2005). O uso do DNA Barcode tem apresentado alta taxa de
sucesso na identificacdo rapida de espécies de diversos grupos de artropodes, aves,
peixes e anfibios (HEBERT et al., 2003). A partir dessa necessidade de “catalogar”
0s organismos, foi criado um banco génico do DNA Barcode (BOLD-Barcode of Life
Database) para o depoésito de todas as espécies com sequenciamento publicado e
também um Consércio para o Cédigo de Barras da Vida (CBOL), com a participagao de
mais de 120 organizagdes de 45 paises, objetivando a promog¢ao e investigacédo para
a formacédo de uma biblioteca de codigos de barras para os organismos eucariotos
(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

3.2 Marcadores moleculares

O uso de marcadores moleculares vem se destacando como uma ferramenta
vidvel nos programas de conservacdo. Segundo Faleiro (2007), estes marcadores
permitem gerar informagdes sobre a identidade genética, a diversidade, a frequéncia
génica e os relacionamentos filogenéticos, que sao uteis na conservacao dos recursos
genéticos e podem complementar as informagdes ecoldgicas e morfolégicas. Entre
os marcadores moleculares disponiveis, destacam-se os microssatélites (SSRs -
Simple Sequence Repeat, ou STRs - Single Tanden Repeat), que sdo muito variaveis
e abundantemente distribuidos no genoma de eucariotos (FRANKHAM et al., 2008).

Com o objetivo de realizar uma caracterizagdo molecular inicial do jurara, e de
avaliar a variabilidade genética existente em populagcdes do Banco de Germoplasma
Animal da Amazénia Oriental, Silva et al. (2011) utilizaram outro tipo de marcador
molecular, conhecido como RAPD (Polimorfismos de DNA Amplificados ao Acaso),
e os resultados indicaram a existéncia de variabilidade genética a ser explorada no
contexto da conservacéo da espécie.

3.3 Inseminacao artificial

Segundo Ax et al. (2000), ainseminacao artificial € uma das técnicas reprodutivas
de maior destaque no que diz respeito a conservacao de espécies, pois possibilita
que um unico exemplar selecionado produza quantidades suficientes de células
germinativas para serem utilizadas em uma centena de outros individuos. Outra
vantagem da inseminacéo artificial & a possibilidade de utilizacéo tanto de sémen
resfriado quanto criopreservado, o que torna desnecessario o transporte de animais

de uma instituicao a outra para fins de acasalamento (MICHELETTI et al., 2011).

Genética e Melhoramento de Plantas e Animais Capitulo 9




No Plano de A¢ao Nacional para Conservagao da Ararinha-azul, o Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio, em parceria com a Al Wabra
Wildlife Preservation - AWWP, conseguiu gerar a partir da inseminacéo artificial dois
filhotes da ararinha-azul (Cyanopsitta spixii). Esta conquista foi destaque em todo
mundo, ndo apenas pelo sucesso da técnica naqueles animais, mas especialmente
em virtude do fato de n&o existirem exemplares vivos na natureza, apenas pequenas
unidades em cativeiro (ICMBIO, 2013).

3.4 Fertilizacao in vitro

A fertilizacédo in vitro vem se mostrando uma biotecnologia promissora tanto
na embriologia basica como na produg¢do animal e tem se destacado ao lado da
inseminacao artificial com uma alternativa eficiente no processo reprodutivo de
espécies em situacao de risco populacional. Essa técnica tem um grande potencial
para a conservacao ex situ, pois, uma vez que os embrides sejam produzidos in vitro,
eles podem ser transferidos para fémeas doadoras ou criopreservados para posterior
transferéncia de acordo com as possibilidades (DOMINGUES et al., 2011), permitindo
que o material genético ndo sé seja preservado, mas possibilitando trocas genéticas
com maior eficiéncia e facilidade.

Em pesquisa realizada pela Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, a fertilizagao in vitro foi considerada uma técnica que traz
uma grande esperanca para espécies de felinos silvestres amazdnicos ameacgados
de extincdo, como a jaguatirica (Leopardus pardalis) e o gato-do-mato (L. tigrinus).
Em alguns exemplares destas espécies realizou-se a superovulagéo, retirando os
ovulos e fecundando-os in vitro, sendo posteriormente implantados em uma “mae-
de-aluguel”. A técnica foi um sucesso, mas a taxa de nascimento foi considerada
pequena (BOUERI, 2004).

3.5 Criopreservacao de células e tecidos

A criopreservagcdo é conservar gametas, embrides e células somaticas em
botijdes criogénicos, em nitrogénio liquido a 196°C, ou em sua fase de vapor a
-150°C, em que o congelamento possibilita a manutencéo dessas células, por um
longo periodo, em condicdes viaveis de uso (WILSON, 1997).

A criopreservacdo de embrides de felideos silvestres ja é uma realidade, mas
ainda néo se apresenta como uma técnica de uso rotineiro. Isso certamente ocorrera
quando as técnicas de cultivo e congelamento de embrides in vitro estiverem mais
avancadas (MICHELETTI et al., 2011), sendo a jaguatirica a principal espécie de
escolha para utilizacdo da técnica. Em 2011, trés jaguatiricas foram inseminadas
artificialmente por meio de sémen congelado (criopreservacdo de gametas), que
foi coletado de machos do Hospital Veterinario do Refugio Biolégico Bela Vista, de
Itaipu-PR.
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O Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia -
CENARGEN ¢é o responsavel pelo armazenamento de sémen, embrides e ovdcitos
das espécies e/ou ragas de animais domésticos em perigo de extingdo do Brasil
no Banco de Germoplasma Animal (BGA), localizado na Fazenda Experimental do
Para (MARIANTE et al., 2005). Neste local séo criopreservados tecidos de animais
amazonicos, como o tracaja, e conservados sémen de peixes, como o0 tambaqui
(Colossoma macropomum).

4| FERRAMENTAS BIOTECNOLOGICAS NA CONSERVACAO DA FLORA
AMAZONICA

4.1 Bancos de germoplasma

Essatécnica baseia-se na coleta de amostras representativas de uma populagéao
e sua manutencdo em bancos de germoplasma e/ou jardins botanicos, na forma de
sementes, estacas, plantas inteiras, etc.

E um procedimento aplicado principalmente em plantas cultivadas que se
reproduzem por sementes, as quais podem ser conservadas no frio durante longos
periodos de tempo (a 5°C durante 20 a 30 anos; de -18°C a -20°C durante um século).
No entanto, € importante ressaltar que a viabilidade das sementes decai com o tempo,
sendo necessario periodicamente germina-las, para que se desenvolvam novas
plantas, trazendo a possibilidade de colher novas sementes (MALAJOVICH, 2012).

No bioma amazdnico, muitas das espécies da flora ndo resistem a dessecacao,
a exemplo do cacau (Theobroma cacau), da seringa (Hevea brasiliensis) e outras 70%
das arvores das florestas tropicais. Uma alternativa a conservacao destas espécies é
a formacéo de bancos de germoplasma, os quais também permitem a conservacgao
de plantas de multiplicacdo vegetativa, como a mandioca (Manihot esculenta) e a
batata (Solanum tuberosum).

Mesmo com limitagcdes, pesquisas vém sendo desenvolvidas na Amazénia
brasileira. Gaia et al. (2010) desenvolveram um trabalho de coleta e avaliagcdo de
germoplasma da pimenta-de-macaco (Piper aduncum), planta com elevado teor de
Oleo essencial e que apresenta propriedades bioldgicas utilizaveis na agricultura e
saude humana. Os autores avaliaram seu germoplasma visando o melhoramento
genético e cultivo econdmico, concluindo que a espécie apresenta adaptacdo a
diferentes ambientes com relacdo a vegetacéo, solo, clima, relevo e drenagem,
facilitando o cultivo e domesticacao.

4.2 Cultivo de células e tecidos vegetais

A cultura in vitro tem a vantagem de ser mais rapida e de ocupar menos espaco
que a multiplicacédo in vivo. As principais aplicacbes estdo no cultivo de plantas
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ornamentais, de hortalicas e na silvicultura.

Aimportancia das técnicas de cultura de células e tecidos vegetais esta bastante
relacionada a conservacdo do germoplasma, tanto das espécies cultivadas como
das espécies selvagens. A conservacéo da biodiversidade é importante ndo s6 do
ponto de vista do melhoramento agronémico, mas também do farmacologico, ja que
a maioria dos medicamentos que dispomos contém principios ativos extraidos de
plantas (MALAJOVICH, 2012).

E importante ressaltar que esta tecnologia esta amplamente difundida na
América Latina, e representa o segundo produto mais comercializado da biotecnologia
agricola, com ampla difusdo na olericultura, na hortifruticultura, na floricultura e na
propagacao de plantas ornamentais, assim como na producéo de plantas de interesse
industrial (cana, café) e de mudas de esséncias florestais para as industrias de papel
(MALAJOVICH, 2012).

4.3 Melhoramento genético

O melhoramento de plantas € uma ferramenta biotecnoldgica que visa a
modificacéo genética dos vegetais para torna-los mais uteis ao homem. Para Borém
(2005), o melhoramento de plantas pode ser definido de forma classica como a ciéncia
ou a arte de modificar as plantas para o beneficio humano.

Clement (2001) defende que o melhoramento genético é o principal processo
de transformacao de um componente da biodiversidade em um recurso genético e,
finalmente, em um produto com valor econédmico no mercado moderno. Este mesmo
autor elaborou uma lista de espécies de fruteiras, principalmente da Amazdénia, com
grande potencial econémico a ser explorado pelo melhoramento genético, a exemplo
do abacaxi (Ananas comosus), que € a fruteira nativa mais importante em nivel
mundial. A lista contém 13 espécies, e dela, somente a graviola (Annona muricata), o
urucum (Bixa orellana), a pupunha (Bactris gasipaes), o maracuja (Passiflora edulis),
o guarana (Paullinia cupana) e o cubiu (Solanum sessiliflorum) estao recebendo
alguma atencao da pesquisa. Ou seja, 54% das fruteiras domesticadas na Amazonia
ndo estao recebendo a devida atencdo. Para o autor do estudo, isto ndo é falta
de potencial, pois todas tém mercados locais e regionais; € falta de imaginacéao
empresarial e investimento na pesquisa e desenvolvimento.

4.4 Marcadores moleculares

A partir dos marcadores moleculares € possivel gerar uma grande quantidade
de informacbes sobre identidade genética, diversidade, frequéncia génica,
relacionamentos filogenéticos, mapeamento genético, selecdo assistida, entre
outras. Todas essas informacdes sao de extrema importdncia para os programas
de conservacéo, caracterizacdo e uso de germoplasma e melhoramento genético
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(FALEIRO; JUNQUEIRA, 2011).

Por isso, os marcadores moleculares sao considerados ferramentas poderosas
na geracédo de informacdes uteis em diferentes etapas, desde a coleta, caracterizagao
e uso de recursos genéticos, passando por atividades de pré-melhoramento,
melhoramento e pds-melhoramento, e suas aplicacbes podem ser direcionadas
aos programas de conservagéo, caracterizacdo e uso de germoplasma (FALEIRO;
JUNQUEIRA, 2011).

Alves (2002) desenvolveu um trabalho de caracterizacdo e comparagao da
estrutura genética de sete populacdes de cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum),
fruteira nativa da Amazébnia brasileira, utilizando marcadores microssatélites e
descritores botanico-agronémicos. No estudo, foi observada alta variabilidade genética
na espécie e divergéncia entre as populacdes, a qual foi mais acentuada entre as
populacdes naturais em comparag¢ao com as populagdes do Banco de Germoplasma.
A partir dos seus resultados, o autor indica, como estratégia de conservacao in situ,
a necessidade de definicdo de mais de um local para as coletas e para as reservas
genéticas.

51 CONSIDERACOES FINAIS

Nas ultimas décadas diversas atividades humanas tém contribuido para a
diminuicdo ou mesmo extingdo de muitas espécies amazdnicas, o que vem causando
desequilibrios ambientais, lacunas no conhecimento sobre quantas e quais espécies
existem na regido, e perda de recursos econémicos potencialmente exploraveis.
Assim, tornou-se imperativa a busca de ferramentas que permitam a geracao
de melhor conhecimento sobre as espécies e, por consequéncia, o melhor uso e
aproveitamento das suas potencialidades naturais.

O desenvolvimento da biotecnologia, sobretudo nos ultimos anos, tem
contribuido sobremaneira para isso. O uso de técnicas e ferramentas biotecnologicas
como os marcadores moleculares, a inseminagao artificial e a criopreservacao de
células e tecidos tém possibilitado melhor conhecer e aproveitar a megadiversa
fauna e flora amazénica em diversas areas de interesse, como a quimica de produtos
naturais, a alimentagcao e saude humana, e a produtividade vegetal e animal, fazendo
com que um novo paradigma fosse instalado — a economia sendo trabalhada de
maneira integrada e ndo conflituosa com a manutencéo da biodiversidade.
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RESUMO: Os caprinos foram introduzidos
no Brasil pelos colonizadores sendo,
provavelmente, oriundos da Peninsula Ibérica,
em meados do ano de 1500. As ragas nativas
brasileiras de caprinos sao caracterizadas,
principalmente, por possuirem relevante
rusticidade, serem menos susceptiveis a
doencas e bem adaptadas as adversas
condicdes ambientais das regides semiaridas.
Essasracasdecaprinosnativossaoencontradas,
em maior proporcao, na Regiao Nordeste, na
qual sédo criadas em sistemas extensivo e semi-
extensivo e possuem propoésitos produtivos
para carne, pele e leite, podendo essas
aptidoes variar entre racas. Um estudo de caso
realizado a partir de informagdes genéticas de
seis racas brasileiras de caprinos criadas no
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estado do Piaui (Azul, Marota, Canindé, Moxot6, Repartida e Grauna) e comparadas
com trés racas exoticas especializadas (Boer, Parda Alpina e Anglo Nubiana) indicou
gue os animais brasileiros tém padréo genético definido por raca e ndo apresentam
mistura genética com as ragas exoéticas. Demonstrou que a maioria dos animais locais
apresentam sua estrutura genética preservada e poderao serindicados para reproducao
e uso em programas de conservacédo e melhoramento genético de caprinos nativos,
visando a manutencéo da maxima variabilidade genética dentro de cada raca e, entre
racas, dentro da espécie. Esses resultados apontaram para relevéancia de conservar
e utilizar essas racas como alternativa de producéo viavel para a caprinocultura do
Brasil, pois cada raga apresenta composicao genética distinta, consequentemente,
potencial genético produtivo especifico e, portanto, devem ser mais exploradas, a fim
de que estas possam expressar seu real potencial genético.

PALAVRAS-CHAVE: Conservagao, caprinos nativos, microssatélites, variabilidade
genética..

GENETIC DIVERSITY OF SIX BRAZILIAN GOAT BREEDS

ABSTRACT: The goats are was introduced by the colonizers probably coming from the
Iberian Peninsula around 1500. Native Brazilian goat breeds are mainly characterized
by having relevant rusticity, being less susceptible to disease and better adapted to
adverse environmental conditions in the region. These native goat breeds are found, to
a greater extent, in the Northeast Region, where they are bred in extensive and semi-
intensive systems and have productive purposes for meat, skin and milk, these skills
may vary between breeds. A case study based on genetic information from six Brazilian
goat breeds raised in the state of Piaui (Azul, Marota, Canindé, Moxotd, Repartida
and Grauna) and compared with three specialized exotic breeds (Boer, Parda Alpina
and Anglo Nubiana) indicated that Brazilian animals have a genetic pattern defined by
breed and don’t present genetic mixture with exotic breeds. It has shown that most local
animals have their genetic structure preserved and may be indicated for reproduction
and use in conservation programs and breeding of native goats, seeking to maintain
maximum genetic variability within each breed and, between breeds, within species.
These results pointed to the relevance of conserving and using these breeds as a
viable production alternative for Brazilian goat farming, because each breed has a
distinct genetic composition, consequently, specific productive genetic potential and,
therefore, should be further explored, so that they can express its real genetic potential.
KEYWORDS: Conservation, native goats, microsatellites, genetic variability.

11 INTRODUCAO

A criagdo de caprinos no Brasil teve inicio com animais oriundos da Africa,
no periodo colonial, provavelmente, a partir das llhas de Cabo Verde inicialmente
povoadas por animais provenientes de Portugal. O rebanho brasileiro, até meados
dos anos 70, era constituido, principalmente, por animais sem raca definida (SRD)
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e ecoOtipos nacionais (MACHADO, 2011). Assim, durante muito tempo, os animais
sofreram processos de selecao natural e evoluiram para racgas localmente adaptadas,
especialmente ao semiarido da regido Nordeste. Entretanto, com o intuito de aumentar
a produtividade das novas racas, muitos criadores optaram por cruzamentos com
racas exoéticas, que foram introduzidas de forma indiscriminada e vém contribuindo
para a diluicdo do patrimbnio genético das racas e ecotipos considerados nativos.

As racas de caprinos nativos do Brasil situam-se em evidéncia na Regido
Nordeste, na qual s&o criados em sistemas extensivo e semi-extensivo com aptidao
para carne, pele e leite. Dentre as principais adaptacdes destacam-se a rusticidade
e a sobrevivéncia ao stress hidrico da regidao semiarida e a menor susceptibilidade
a doencas e parasitas (MENEZES et al., 2006; MACHADO, 2011). Moxotd, Nambi,
Canindé, Repartida, Gurguéia, Marota, Grauna e Azul sdo exemplos de grupos
genéticos caprinos encontrados no Nordeste (GONCALVES JUNIOR, 2012).

A Organizagdo das Nacbes Unidas para a Alimentagcédo e a Agricultura (FAO),
em 1991, iniciou um levantamento em nivel mundial sobre a situacéo das principais
espécies de animais domésticos (EGITO; MARIANTE; ALBUQUERQUE, 2002).
Desde entdo, programas mundiais de conservacdo tém sido desenvolvidos em
virtude da preocupacdo com a perda da diversidade genética devido a extingcao de
racas e populacdes. No caso dos caprinos brasileiros, devido a criacao restrita a
poucos rebanhos de conservagao, considera-se que estes animais estao sob “risco
desconhecido de extincéo” e, portanto, precisam ser melhor investigados do ponto de
vista cientifico pelo seu potencial para exploracédo e melhoramento genético.

O avancgo nas discussbes sobre a importancia da conservagéo dos recursos
genéticos no Brasil vem crescendo. O pensamento de que as racas pertencentes a
outras nacdes eram sempre superiores as racas brasileiras vém sendo minimizado a
cada dia. Profissionais com maior consciéncia das suas competéncias cientificas, ja
estao utilizando os recursos genéticos brasileiros como objeto de estudo, assim como
uma alternativa viavel para o aparecimento de uma raga mais produtiva e adaptada
a realidade do ambiente em que o animal vive (LISBOA, 2008). Gongalves Junior
(2012) afirma que a preservacao e o desenvolvimento das racas nativas passam por
um novo status que alavanca esses animais a um patamar de reconhecimento de sua
importancia enquanto patriménio genético nacional, a ser valorizado e preservado,
impedindo que se percam no esquecimento e no desprestigio na imensidao dos
sertoes.

Existe um grande numero de tecnologias da genética molecular que podem ser
utilizadas para fornecer informacdes Uteis aos programas de conservagao e uso de
recursos genéticos. Acaracterizacao genéticacom o uso de regides do DNAconhecidas
como marcadores moleculares tém demonstrado ser uma ferramenta eficaz em
estudos com caprinos no Brasil, tanto para a manutencao da identidade genética
de ragas nativas, como para a caracterizacao de individuos e/ou grupos de cabras
sem racas definidas (OLIVEIRA, 2007). Um tipo de marcador molecular, chamado de
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microssatélite, possibilita identificar a diversidade genética entre animais e racas que
proporcionam maior eficiéncia a programas de acasalamentos. Estes marcadores
sdo 0os mesmos utilizados rotineiramente para a execucéo de testes de paternidade
e, por meio do estudo da genealogia dos animais, otimizam o sistema de criacao e
auxiliam os criadores na escolha de métodos mais adequados ao sistema de producao
em que estes animais estéo inseridos (CRISPIM, 2013). Com a disponibilidade de
informacéo do DNA para varios locos espalhados ao longo do genoma animal, Forni,
Aguilar e Misztal (2011), sugerem e mostram em suas pesquisas a possibilidade de
medir a similaridade entre individuos e montar uma matriz de parentesco realizada
com elementos que demonstram a verdadeira propor¢ao de similaridade genética,
sendo, portanto, mais precisa que as informacdes de pedigree. Portanto, com vistas
a implementar programas de conservacgao, se faz necessaria a utilizacao de técnicas
que auxiliem a analise de parentescos e a identificacdo genética de individuos para
direcionar os acasalamentos, visando a manutencéo da diversidade genética (EGITO
et al., 2005).

Neste capitulo, serd apresentada a caracterizacdo genética de seis racas de
caprinos nativos (Azul, Canindé, Moxotd, Grauna, Repartida, e Marota), criadas no
municipio de Elesbao Veloso, Piaui (Figura 1), a fim de auxiliar na manutencao da
maxima variabilidade possivel dentro de suas populacdes e a disponibilizacao destes
recursos genéticos visando a conservagao.

Figura 1. Caprinos nativos criados na Fazenda Faveira, Elesbao Veloso, Piaui. A — Caprino
da racga Azul, B — caprino Canindé, C — caprino Moxotd, D — caprino Grauna, E — caprino
Repartida, F — caprino Marota. Fonte: Vanessa dos Santos Neri.

2| UM ESTUDO DE CASO NO INTERIOR DO PIAUI

Uma pesquisa de campo foi realizada na Fazenda Faveira, localizada no
municipio de Elesbao Veloso a 06° 12' 07" S 42° 08' 25" O, onde ha a criacéo de
diversas racas nativas, as quais foram utilizadas para verificacao do grau de pureza
racial (Tabela 1).
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Raca Animais estudados Grupo

Azul 26 Nativo
Canindé 30 Nativo
Moxoto 26 Nativo
Grauna 22 Nativo
Repartida 22 Nativo
Marota 28 Nativo
Anglo Nubiana 13 exotico
Parda Alpina 19 exotico
Boer 11 exotico
TOTAL 197

Tabela 1. Efetivo de animais das ragcas de caprinos nativos e exoticos criados em uma fazenda
localizado no estado do Piaui

Amostras de sangue foram coletadas e o DNA foi isolado para serem avaliados
nove locos génicos do tipo microssatélite (NRA006, ILST019, INRA23, INRAGS,
OARFCB304, BM1329, TGLA122, OARFCB48 e MM12). Essas regides genbémicas
foram utilizadas por recomendacdes da FAO (2004) para estudo de diversidade
genética em animais domésticos.

As analises do DNA mostraram que as racas nativas presentes na Fazenda
Faveira comp6em um grupo bem estruturado geneticamente. Na Figura 2, podemos
observar os resultados das anélises Bayesianas de Admixture. Cada cor representa
um grupo genético distinto e, portanto, pode ser constatado que todas as racas nativas
estudadas estao representadas por uma cor diferente.

1.00

Figura 2. Estrutura populacional de 197 individuos representando nove grupos com base em
nove marcadores de microssatélites. As cores mostradas na figura indicam a formacéao de
grupos genéticos distintos. Cada grupo esta representado por uma cor especifica. 1 — Azul, 2
— Canindé, 3 — Moxot6, 4 — Anglo Nubiana, 5 — Boer, 6 — Grauna, 7 — Repartida, 8 — Marota e
9 — Parda Alpina.

As analises permitem compreender a estrutura genética entre os grupos
estudados utilizando um modelo Bayesiano que identifica grupos genéticos que
compartilham alelos em frequéncias semelhantes. O presente estudo indicou uma
tendéncia a existir 9 grupos genéticos distintos formados a partir de suas relacdes
genéticas. Os animais destacados com setas brancas apresentaram indicios de
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mistura (Figura 3).
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Figura 3. Andlise genética de nove racas de caprinos de uma fazenda por individuo. As cores
mostradas na figura indicam a formacgéo de grupos genéticos distintos. Cada grupo esta
representado por uma cor especifica.

Também foram avaliados os niveis de diversidade genética dentro destas racas.
A variabilidade € um fator de extrema importéncia para se estabelecer programas
de melhoramento. Foi constatado que as informacdes genéticas encontradas nos
animais foram altamente variaveis, sendo uma evidéncia da diversidade genética
encontradas nestes rebanhos (Tabela 2).

Dentre as medidas de diversidade genética mais adotadas no campo cientifico,
podemos citar 0 numero médio de alelos efetivos que € uma medida usada para
caracterizar a extensdo da diversidade genética em uma populacdo. Outra medida
€ a Heterozigosidade em que pode-se comparar valores observados (Ho) com
valores esperados (He), de acordo com principios genéticos. A estimativa varia
de 0 a 1, sendo que valores préximos a zero indicam baixa diversidade, enquanto
valores préximos a 1 indicam alta diversidade. A Tabela 2 expde que todos os
valores mostrados para esta estimativa foram superiores a 95%, evidenciando que
as populagcbes da Fazenda Faveira sdo um importante repositorio genético para
as racas consideradas devido sua alta diversidade. O indice de fixagdo de Wright
ou coeficiente de endogamia estima a consanguinidade na populacéo baseada nos
valores de heterozigosidades observada e esperada. Nesse estudo, todos os indices
F das populagcdes apresentaram valores negativos, sugerindo que nao ha problemas
acasalamento entre parentes nas amostras avaliadas. Todas as racas estudadas
apresentaram desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg. Os desvios de EHW podem
ser devido a diversos fatores como subdivisdes dentro das populacdes, antepassados
comuns, selecéo natural ou artificial, migracéo ou fluxo de genes a partir de uma
populacao externa, além da presenca de alelos nulos.
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POPULACAO N’ Ne? Ho® He* Valor de P® F”

Azul 23,889 9,096 0,888 0,863 * -0,041
Canindé 27,889 9,506 0,952 0,869 * -0,103
Moxoté 24333 9,213 0,931 0,875 * -0,065

Anglonubiana 12,556 8,605 0,914 0,855 0.0032 -0,064

Boer 10,667 7,260 0,980 0,815 0.0021 -0,238

Grauna 20,667 9,386 0,961 0,873 * -0,103

Repartida 18,778 8,778 0,969 0,880 0.0000 -0,103
Marota 26,778 10,932 0,955 0,897 * -0,064
Parda alpina 17,333 9,087 0,915 0,859 * -0,073
TOTAL 20,321 9,096 0,940 0,865 - -0,095

Tabela 2. Estimativas de diversidade genética por populacao em 197 amostras de DNA de
caprinos

"Numero médio de alelos por locus. 2Namero médio de alelos efetivos. *Heterozigosidade observada.
“Heterozigosidade esperada. SLocus em desequilibrio (P menor que 0,05). *Desequilibrio de Hardy-Weinberg
altamente significativo. “Indice de fixacao de Wright [1-(Ho/HE).

A Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) demonstrou que a variancia entre
populacdes representou apenas 4% da variacao total (Tabela 3). Aponta que as racas
possuem similar composicéo génica, resultado esperado, pois essas ragas pertencem
a mesma espécie (Capra hircus). Contudo, as combina¢des génicas variaram entre
os individuos da mesma racga, logo a maior parte da variabilidade genética esta
uniformemente distribuida dentro das racas, ou seja, a variagdo se concentra nos
individuos que as compbe (96%), resultado desejado quando se trabalha com ragas
nativas, para fins de conservacgao, pois demonstra que os individuos que pertencem
as mesmas, possuem combinac¢des génicas variadas, o que justifica a campo esses
tipos de animais expressarem caracteristicas produtivas e reprodutivas distintas
dentro da mesma raga e, esse comportamento, é a riqueza genética de uma raca
nativa, indicando a n&o tendéncia de pressao de selecao artificial sobre esses animais.

Fontesde GL Somados Quadra- Componentes Percentagem F (va-

variacao quadrados do médio de variacao (%) lor p)
Entre ra- 8 96,606 12,076 0,182 4% 0,043™
cas (0,001)
Entre indi- 188 785,013 4,176 0,121 3% 0,030@
viduos (0,001)
Dentrode 197 775,000 3,934 3,934 93% 0,072®
individuos (0,001)
Total 393 1656,619 4,237 100%

Tabela 3. Estatisticas da analise de variancia molecular (AMOVA), utilizando 9 loci de
microssatélites em populagdes de racas caprinas da fazenda Faveira, Elesb&o Veloso — PlI.

(Fst, indice de fixacdo entre populagdes.?Fit, indice de fixagdo entre individuos.®Fis, indice de fixacdo dentro de

individuos.
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Numa analise individual da composi¢cdo génica de cada animal, observou-se
gue a maioria dos animais estdo com material genético preservado, contudo, existem
alguns animais com indicio de mistura genética entre racas (embora em pequenas
proporcdes) (Figura 3). Deste modo, recomenda-se que seja evitada a utilizagdo dos
individuos com indicios de mistura de racas como reprodutores ou matrizes.

31 CONSIDERACOES FINAIS

Os caprinos criados na Fazenda Faveira sdo caracterizados como
geneticamente puros e estdo sendo preservados. Os individuos sem misturas de
racas podem ser indicados para programas de conservacao visando a manutencao
da maxima variabilidade genética e esses mesmos animais podem ser candidatos a
um programa de melhoramento genético intra raca.
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