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RESUMO - O estudo de cultivares tolerantes a limita¢des hidricas ¢ uma alternativa
sustentavel para mitigar os impactos negativos das mudangas climaticas globais. Este
trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar linhagens de milho contrastantes
quanto a resisténcia a seca no estadio de florescimento, baseando-se nas trocas gasosas
e fluorescéncia da clorofila, em casa-de-vegetacdo. Foram avaliadas trés linhagens
de milho, sendo duas tolerantes (L 31.2.1.2 e L 29.1.1) e uma sensivel (L 2.3.2.1) a
deficiéncia hidrica. No pré-florescimento, dois tratamentos hidricos, sem (SD) e com
deficiéncia hidrica (CD), foram impostos, e apos cinco dias de imposicao do estresse,
foram avaliadas a taxa de fotossintese foliar (A), a condutancia estomatica (gs), a
transpiracdo foliar (T), a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA, A/gs), o teor
relativo de clorofila (SPAD) e parametros da fluorescéncia da clorofila (Fv/Fm, Fo/
FM, Fv/Fo). As linhagens tolerantes a seca apresentaram maior eficiéncia no uso da
agua em comparagdo com a linhagem sensivel. A linhagem L 29.1.1 apresentou maior
eficiéncia no fotossistema II (Fv/Fm) do que as linhagens L. 2.3.2.1 e L 31.2.1.2. Pode-
se concluir que existem diferengas ecofisiologicas nas trocas gasosas e na fluorescéncia
da clorofila, que caracterizam as linhagens tolerantes a seca em relagdo as linhagens
sensiveis. Os resultados desta pesquisa fornecerdo subsidios para os melhoristas
selecionarem material tolerante a seca.
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ECOPHYSIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF MAIZE LINES SUBMITTED
TO LOW WATER AVAILABILITY DURING FLOWERING

ABSTRACT — The study of cultivars tolerant to water limitation is a sustainable
alternative to mitigate the negative impacts of global climatic changes. This study was
performed with the objective of characterizing maize lines exhibiting contrasting drought
resistance at flowering stage, using gaseous exchange and chlorophyll fluorescence,
under greenhouse conditions. Three maize lines were evaluated, being two tolerant (L
31.2.1.2 and L 29.1.1) and one sensitive (L2.3.2.1) to water deficit. At pre-flowering
growth stage, two water treatments were imposed: without stress (WS) and with water
deficit (WD). Five days after imposing the water stress the following characteristics were
evaluated: photosynthesis rate (A), stomatal conductance (gs), leaf transpiration (T),
intrinsic water use efficiency (iWUE, A/gs), relative chlorophyll content (SPAD) and
chlorophyll fluorescence parameters (Fv/Fm; Fo/FM; Fv/Fo). The drought tolerant lines
showed greater efficiency in water use, compared to the sensitive line. The line L 29.1.1
presented greater photosystem II efficiency (Fv/Fm) than lines L 2.3.2.1 and L 31.1.2.
Based on the results it can be concluded that there are ecophysiological differences on
gaseous exchange and chlorophyll fluorescence, which characterize the drought tolerant
lines, when compared to the sensitive one. The results obtained in this research will be
useful for plant breeders to select drought tolerant genotypes.

Key words: gaseous exchange, Zea Mays L., drought, chlorophyll fluorescence

O estresse pela baixa disponibilidade
hidrica (seca) ¢ um dos principais problemas
da agricultura, e a habilidade das plantas para
resistir a tal estresse ¢ de suma importancia para
o desenvolvimento do agronegdcio de qualquer
pais (Shao et al., 2008). Estudos de tolerancia
a seca envolvendo o milho podem trazer
melhorias no crescimento e no rendimento da
cultura em regides com limitacdo hidrica (Li
et al., 2009), j4 que o milho ¢ conhecido pela

sua alta sensibilidade a esse estresse (Vamerali

et al., 2003; Welcker et al., 2007). Além disso,
material tolerante a esse estresse abiotico agrega
valor a semente para a comercializagdo.
Grandes avangos em estudos sobre
melhoramento do milho para seca tém trazido
resultados satisfatérios, gerando gendtipos
tolerantes (Campos et al., 2004; Monneveux
et al., 2006). Contudo, pouco se sabe sobre os
mecanismos fisioldgicos para a tolerdncia a
seca (Banziger et al., 2002). Nesse sentido, a

caracterizagdo dos materiais genéticos, assim
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como a elucidagdo dos possiveis mecanismos
responsaveis pelo comportamento diferencial
de genotipos sob condicdo de estresse, pode
fornecer parametros que auxiliardo na selegao
de novos materiais genéticos, com grande
probabilidade de redugdo do tempo de liberagado
do produto para comercializagdo.

A avaliagao da fotossintese em estudos
com a planta de milho, em diferentes condi¢des
ambientais, ¢ uma pratica importante para uma
selecdo mais “pontual” de gendtipos, objetivando
obter altas produtividades em meio a limitagdo
climatica (Kim et al., 2006). Juntamente com
a fotossintese e outros parametros de trocas
gasosas, a fluorescéncia da clorofila também
pode ajudar no entendimento fisioldgico do
processo em condi¢des de seca, sendo que os
padrdes de fluorescéncia nessas condigdes sdo
bem estabelecidos (Long & Bernacchi 2003).
A eficiéncia do fotossistema II revela o nivel de
excitacdo da energia no sistema de pigmentos
envolvidos na fotossintese, e tem-se constituido
uma potente ferramenta de sele¢do de plantas de
milho tolerantes a condigdes adversas, como a
seca (Duraes et al.,, 2005).

As respostas fisiologicas na tolerancia a
seca podem variar de acordo com a severidade
e a duracdo de imposicdo do estresse, estadio
fenologico e material genético (Durdes et al.,
2002; Shao et al., 2008). Com relacao ao estadio
fenologico, de acordo com Edmeades et al
(2000), o milho ¢ particularmente muito sensivel
no estadio de florescimento. Seca durante esse

periodo leva a um aumento no intervalo entre

florescimento masculino e feminino (IFMF), que
¢ negativamente correlacionado com a produgao
(Duvick, 2005).

Tendo conhecimento da variabilidade
genética para tolerancia a seca, este trabalho
visou caracterizar linhagens de milho
contrastantes quanto a resisténcia a seca no
estadio de florescimento pleno, por meio das

trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Embrapa
Milho e Sorgo, situado no municipio de Sete
Lagoas, MG, Brasil. Foram avaliadas trés
linhagens de milho com background genético
e origens distintas, sendo duas tolerantes (L
31.2.1.2 e L 29.1.1) e uma sensivel (L 2.3.2.1) a
seca, oriundas do Programa de Melhoramento da
Embrapa Milho e Sorgo. O ensaio foi conduzido
em casa-de-vegetacdo, com duas plantas por
vaso de 20 litros, com solo tipo Latossolo
Vermelho Distréfico Tipico. As adubagdes
de plantio e cobertura foram realizadas de
acordo com a recomendagdo para a cultura no
Estado de Minas Gerais (Ribeiro et al., 1999).
O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com seis repetigoes.

O teor de agua no solo foi monitorado
diariamente nos periodos da manha e da tarde
(9 e 15 horas), com o auxilio de um sensor
de umidade modelo GBReader, N 1535
(Measurement Engineering, Australia), instalado

no centro dos vasos, na profundidade de 20 cm.
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A reposic¢ao hidrica foi realizada com base nas
leituras obtidas com o sensor e a dgua foi reposta
até a capacidade de campo (CC). Esses célculos
foram realizados com o auxilio de uma planilha
eletronica, feita em funcgdo da curva de retengao
de agua do solo.

No pré-florescimento, foram impostos
dois tratamentos hidricos: sem (SD) e com
deficiéncia hidrica (CD). No primeiro, a
reposicao hidrica foi realizada diariamente
até o solo atingir a umidade na CC, enquanto
que, no segundo tratamento, a inducdo do
estresse hidrico foi realizada diariamente
aplicando-se 50% da agua total disponivel,
ou seja, at¢ o potencial da agua no solo
atingir aproximadamente —70 kPa, cujo valor
corresponde ao solo especificado. Esse estresse
foi mantido por sete dias. As avaliacdes
foram realizadas cinco dias apds a imposi¢ao
do estresse hidrico, no momento em que as
plantas se encontravam no florescimento
pleno. Foram avaliadas a taxa de fotossintese
foliar (A),

transpiracdo foliar (T) e eficiéncia intrinseca

condutancia estomatica (gs),
do uso da agua (EIUA, A/gs), utilizando um
sistema portatil de trocas gasosas IRGA LI
6400 (Portable Photosynthesis System LICOR,
Nebraska, USA). As medidas foram feitas em
uma area foliar de 6 cm?, com um fluxo de ar
na camara de 1200 umol s! e uma intensidade
de radiacao fotossinteticamente ativa de 1.500
umol m? s, Apds cinco dias de imposigdo do
estresse hidrico, foi estimado o teor relativo

de clorofila por leituras no SPAD (“Soil plant

analysis development”, Minolta SPAD 502
Osaka, Japan). Em folhas adaptadas ao escuro,
foi determinada a eficiéncia quantica potencial
(Fv/Fm) do fotosistema II (FSII), o rendimento
quantico basal dos processos fotoquimicos no
FSII (Fo/Fm) e a eficiéncia fotoquimica no FSII
(Fv/Fo), por meio de um fluorimetro (Plant
Efficiency Analyser, Hansatech Instruments
King’s Lynn, UK). O acondicionamento das
folhas foi realizado com a ajuda de clipes
foliares, e a intensidade de luz no sensor foi de
60% da capacidade total do aparelho, durante
cinco segundos em cada leitura. Todas as
leituras foram realizadas na folha bandeira, no
periodo da manha, entre as 8 e as 10 horas.

Para a analise estatistica dos resultados,
utilizou-se a analise de variancia e o teste de
compara¢cdo de médias Skott-Knott, a 5% de
probabilidade, no programa estatistico SISVAR
versao 4.3 (Ferreira, 2000).

Resultados e Discussao

Os resultados relativos a fluorescéncia da
clorofila indicaram a superioridade da linhagem
L 29.1.1 na condigdo de estresse hidrico (CD),
com valores maiores de Fv/Fm e Fv/Fo,
(0,634 e 1,783, respectivamente) em relagao
as linhagens L 2.3.2.1 e L 31.2.1.2 (Tabela 1).
Por outro lado, essas duas linhagens tiveram
valores superiores a L 29.1.1 na relagao Fo/Fm.
Na condi¢do sem estresse hidrico (SD), nao
houve diferenga entre as linhagens. Na média

dos ambientes, as plantas sem deficiéncia
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TABELA 1 - Eficiéncia quantica potencial (Fv/Fm), rendimento quantico basal dos processos

fotoquimicos (Fo/Fm), eficiéncia fotoquimica no fotosistema II (Fv/Fo), em plantas de milho no

pré-florescimento, sem (SD) e com (CD) deficiéncia hidrica. Sete Lagoas, MG. 2008.

Caracteristicas ecofisiolégicas’

Genotipos Fv/Fm Fo/Fm Fv/Fo

SD CD SD CD SD CD
L2321 0,682A 0,546A 0314A 0453B 2203A  1,223A
L29.1.1 0,692A 0,634B  0,307A  0,359A 2,346 A 1,783 B
L31.2.1.2 0,679A 0,536 A 0317A 0470B 2,154A  1,145A
Média ambientes 0,684 b 0,572b 0,313 a 0,427 b 2,234 b 1,383 a
CV (%) 10,40 16,93 19,81
Mé¢dia geral 0,628 0,37 1,8

"Médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas, na coluna, e minusculas, na linha, ndo diferem entre si pelo

teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

hidrica foram significativamente superiores as
plantas com deficiéncia em todos os parametros
relativos a fluorescéncia da clorofila.
Paraaavaliagdodoteorrelativodeclorofila,
utilizando o clorofildmetro, ndo foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas entre
as linhagens submetidas a condi¢do com e sem
deficiéncia hidrica. No entanto, a media dos
ambientes revelou superioridade significativa
do ambiente sem deficiéncia hidrica (SD)
(Tabela 2). Com relacdo a taxa fotossintética
(A), ndo se observaram diferencas significativas
nas linhagens submetidas a deficiéncia hidrica
(CD), enquanto que, nas plantas sem deficiéncia
hidrica (SD), houve predominancia significativa

da linhagem L. 29.1.1 sobre as demais. Na média

dos ambientes, houve diferenca na fotossintese,
sendo que o ambiente sem estresse (SD) foi
significativamente maior (Tabela 2).

Para a condutancia estomaética (gs), nao
foi possivel detectar diferencas estatisticamente
significativas entre as linhagens, embora
o ambiente sem deficiéncia hidrica (SD),
na média, tenha superado o ambiente com
deficiéncia hidrica (Tabela 3). A transpiracao
(T) no ambiente submetido a estresse hidrico
ndo resultou em diferencas entre as linhagens,
enquanto que, nas plantas sem deficiéncia
hidrica, a L 2.3.2.1 foi inferior em relagdo as
demais. Na média dos ambientes, as plantas
sem deficiéncia tiveram, significativamente,

uma transpiracdo maior do que as plantas com
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TABELA 2 — Teor relativo de clorofila (SPAD) e taxa de fotossintese foliar (4), em plantas de
milho no pré-florescimento, sem (SD) e com (CD) deficiéncia hidrica. Sete Lagoas, MG. 2008.

Caracteristicas ecofisiolégicas’

Genotipos Clorofila - SPAD A (umoles de CO, m?s™)
SD CD SD CD

L2321 39,93 A 32,41 A 32,26 A 10,07 A

L29.1.1 40,30 A 35,11 A 41,18 B 11,59 A

L31.2.1.2 46,85 A 38,45 A 38,58 A 9,18A

Média ambientes 42,36 b 35,32 a 37,34 b 10,28 a

CV (%) 12,26 20,97

Média geral 39,46 23,81

"Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na coluna, e mintsculas, na linha, ndo diferem entre si pelo

teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

deficiéncia (Tabela 3). Na eficiéncia intrinseca
dousodadgua (EIUA), também houve diferenga
significativa nas médias dos ambientes,
observando-se valores maiores no ambiente
com deficiéncia hidrica. Para as plantas sem
deficiéncia hidrica (SD), nao houve diferencas
entre as linhagens, porém, nas plantas com
deficiéncia hidrica (CD), as linhagens tolerantes
a seca (L 29.1.1 e L 31.2.1.2) apresentaram
valores significativamente maiores na EIUA,
com relacdo a linhagem sensivel (L 2.3.2.1)
(Tabela 3).

O déficit hidrico como um fator de
estresse pode causar agdo inibitéria na
fase bioquimica da fotossintese (Xu et al.,
2008). Sabendo-se que o fotossistema II ¢

responsavel pelo fornecimento de energia para

a fotossintese, a avaliagdo de sua eficiéncia
pode tornar-se um indicador da tolerancia em
plantas sob estresse de seca. Portanto, neste
trabalho, a avaliacdo da fluorescéncia da
clorofila foi importante para a identifica¢do das
linhagens de milho menos suscetiveis a danos
causados pelo estresse hidrico, sendo que a
linhagem L 29.1.1 foi a que apresentou maior
eficiéncia fotoquimica no FSII (Fv/Fm). Este ¢
o principal parametro utilizado para a avaliacao
desses danos no sistema fotossintético, uma
vez que a eficiéncia fotoquimica do FSII
indica quando todos os centros de reagdo estio
abertos (Baker & Rosenqvst, 2004). Embora a
razao Fv/Fm normalmente decresca em plantas
submetidas a algum tipo de estresse (Krause &

Weis, 1991), nao foi observada influéncia do
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deéficit hidrico nessa relacdo em trigo (Hura et
al, 2007), diferentemente de Xu et al. (2009),
que detectaram mudangas na relacdo Fv/Fm em
gramineas (Leymus chinensis (Trin.) Tzvel.) sob
deficiéncia hidrica. J4& Rahman et al. (2004),
estudando duas cultivares de milho, concluiram
que o decréscimo no crescimento desses
genotipos sob seca foi devido a diminuicao da
eficiéncia fotoquimica do fotossistema II (Fv/
Fm).

No presente trabalho, a imposi¢ao de cinco
dias de estresse (deficiéncia hidrica) ndo foi
capaz de alterar a concentracao da clorofila. Em
muitos casos, inclusive no milho, a deficiéncia
hidrica induz a uma reducdo da clorofila
(Grzesiak, et al., 2007). O teor de clorofila

pode ser considerado como uma caracteristica

secundaria. Em milho, seu aumento pode estar
associado com o rendimento da cultura (Betran
et al., 2003).

Nos dois ambientes estudados, com e sem
deficiéncia hidrica, ndo ocorreram mudancas
significativas entre as linhagens nos parametros
de taxa de fotossintese, condutancia estomatica
e transpiracdo. Entretanto, quanto a eficiéncia
intrinseca do uso da agua (EIUA), as linhagens
tolerantes (L 29.1.1 e L 31.2.1.2) sobressairam-
se em relacdo a linhagem sensivel (L 2.3.2.1), no
ambiente com deficiéncia hidrica, mostrando-
se mais tolerantes ao estresse hidrico, devido
a economia de 4gua durante as trocas gasosas.
Essa economia de dgua nas linhagens tolerantes
pode ter ocorrido devido a menor condutancia

estomatica (gs), porém nao foram detectadas

TABELA 3 — Condutancia estomatica (gs), transpiracao (T ) e eficiéncia intrinseca do uso da agua

(EIUA ) em plantas de milho no pré-florescimento, sem (SD) e com (CD) deficiéncia hidrica. Sete

Lagoas, MG. 2008.

Caracteristicas ecofisiologicas'

Genotipos gs (mmol m?s™) T (ugem?s™)  EIUA [(umol CO, (mol H,0)"]
SD CD SD CD SD CD

L23.2.1 0,210A 0,049A 5496A 1,299A 155,0 A 206,2 A

L29.1.1 0,268 A 0,038A 9,208B 1,306 A 1574A  4044B

L31.2.1.2 0,248A 0,019A 9325B 0,938 A 167,60 A 475,6B

Média ambientes 0,242b  0,035a 8,009b 1,181a 160,0 a 362,0b

CV (%) 37,26 31,66 26,00

Meédia geral 0,139 4,59 261,0

"Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas, na coluna, e minusculas, na linha, ndo diferem entre si pelo teste

Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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diferencas  estatisticas  significativas na
condutancia.

A fotossintese sob estresse hidrico
tem sido pouco estudada em plantas tipo
C,, como o milho (Ghannoum, 2009). Sob

uma deficiéncia hidrica moderada, o milho

42

apresenta decréscimo da fotossintese devido
a diminuigdo da condutancia estomatica,
levando ao fechamento dos estdmatos e a
reducdo da transpiracdo. Contudo, sob um
estresse severo e prolongado, limitagdes nao
estomaticas (bioquimicas) comeg¢am a ocorrer
(Grzesiak et al.,2006; 2007). Diminui¢do da
condutancia e fotossintese foi observada por
Xu et al. (2008), em uma variedade de milho
chinesa sob deficiéncia hidrica. Hund et al
(2009) avaliaram a tolerancia de hibridos
ao déficit hidrico e observaram aumento na
eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EIUA).
Segundo esses autores, o aumento na ETUA ¢
um importante fator para identificar hibridos

adaptados ao estresse.

Conclusoes

Existem diferencas nas trocas gasosas e
na fluorescéncia da clorofila que caracterizam
as linhagens tolerantes a seca em relagdo as
linhagens sensiveis.

As linhagens tolerantes a seca
apresentaram maior eficiéncia no uso da agua,
em compara¢do com a linhagem sensivel.
Alinhagem L 29.1.1 apresentou maior eficiéncia
no fotossistema II do que as linhagens L 2.3.2.1

e 31.2.1.2.
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