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RESUMO

A semente hibrida de milho possui significativa importancia no Brasil. Porém, o seu
processo de producdo comercial demanda utilizagdo de técnicas a fim de nao haverem
contamina¢des no momento das polinizagdes, como a utilizagdo das plantas produtoras das
sementes (fémeas) macho-estéreis. Essa técnica permite reduzir os riscos de contaminacao na
producdo das sementes e garante um melhor aproveitamento do tempo do manejo,
potencializando os resultados da producdo e assegurando a pureza das sementes genéticas. A
interacdo gendtipo x ambiente € um fator importante que pode influenciar e alterar os niveis
de macho-esterilidade dos materiais. O trabalho foi conduzido em duas areas, Centralina-MG
e Cristalina-GO, com condi¢des ambientais distintas, em 2011. Os materiais foram avaliados
visualmente em penddo sem anteras (Estéreis), pendOes normais quanto a presenca das anteras
Recuperacao Total da fertilidade), e penddes com pouca quantidade de anteras, podendo o
pdlen estar vidvel ou ndo (Recuperacdo Parcial da fertilidade). Comprovou-se que a interagao
genOtipo x ambiente foi significativa, sendo que altas temperaturas favorecem a manutencao
da esterilidade nas linhagens de milho. Duas linhagens selecionadas destacaram-se em relagdo

a manutencao da macho-esterilidade.

Palavras-chave: Fertilidade, Biotecnologia, Interacdo gendtipos x ambientes, Linhagens de

Milho.
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1 INTRODUCAO

O melhoramento genético é um dos principais mecanismos utilizados para propiciar
incremento de produtividade das culturas agricultdveis. H4 algum tempo vem conquistando
papel fundamental e de muito interesse dos produtores, das empresas multinacionais e até
mesmo dos consumidores finais dos produtos industrializados.

Essa importancia se deve ao fato de que a oferta de grdos ndo estd comportando a
crescente demanda mundial. O Brasil pode, entdo, ter uma participacdo fundamental neste
mercado, uma vez que ainda se trabalha com niveis de produtividade muito aquém de outros
paises produtores como Estados Unidos e Argentina. (CONAB, 2011)

O milho é uma das principais culturas produzidas no Brasil, tendo papel fundamental
nas producdes em safrinha. As grandes empresas estdo atentas a producdo brasileira e a
potencialidade de crescimento apresentada pelo pais. O milho deixa de ser uma cultura
secundéria, sombreada pelo favoritismo da soja, e passa a abrir fronteiras em novos mercados,
tanto como produto principal como subprodutos, participando das produ¢des na indistria de
alimentos, ragdes animais, farmacéutica, e até mesmo quimica.

Da safra de 2007/2008 para a de 2011 foram registrados dados de redugdo de area
cultivada com milho no Brasil. A drea total cultivada na safra de 2007/2008 foi de 14,8
milhdes de hectares. A expectativa para o ano de 2011 foi de apenas 12,7 milhdes de hectares
(CONAB, 2011). Ja na produtividade, houve um aumento de 3,9 toneladas/ha em 2007/2008
para a expectativa de 4,1 toneladas/ha para esta safra (CONAB, 2011), o que representam
valores bastante significativos para o produtor. Esses dados demonstram a atuacdo do
melhoramento genético no ramo produtivo, determinando o crescimento da produtividade,
mesmo com a reducdo da area cultivada.

A planta de milho possui ciclo vegetativo anual, com periodo de duracdo bastante
variado. Contudo, nas condi¢des brasileiras, a cultura do milho apresenta ciclo variando entre
110 e 180 dias, em fungdo da caracterizacdo dos hibridos (superprecoce, precoce e tardio)
quanto ao periodo compreendido entre a semeadura e a colheita do grio (FANCELLI;
DOURADO-NETO, 1996).

No Brasil, a semente hibrida possui significativa importancia, ja que os agricultores
possuem consciéncia das vantagens do cultivo desse material. A garantia de boa

produtividade, uniformidade de produgdo, porte homogéneo das plantas e resisténcia a



doencas de determinadas variedades pré-selecionadas, mantém a comercializagdo do milho
hibrido sempre em crescimento exponencial.

Embora a semente hibrida apresente excelentes vantagens, o seu processo de producao
comercial demanda diversos cuidados e técnicas fundamentais a serem utilizadas pelos
produtores a fim de ndo haverem contamina¢des no momento das polinizacdes. Um recurso
importante e j4 identificado em diversas espécies, € a utilizagdo das plantas produtoras das
sementes (fémeas) macho-estéreis. Essa técnica permite reduzir os riscos de contaminacao na
producdo das sementes e garante um melhor aproveitamento do tempo de manejo,
potencializando os resultados da producdo e assegurando a pureza das sementes genéticas.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar dez linhagens de milho,

em diferentes locais, quanto a macho-esterilidade.



2 REVISAO DE LITERATURA

A reproducdo sexual em milho é um processo que envolve a expressdo de genes
especificos em células dos tecidos reprodutivos masculino e feminino da planta. Assim,
alteracdoes em qualquer fase desse processo podem levar a falta de fertilidade. A macho-
esterilidade ocorre quando nao ha a produgdo de gametas masculinos vidveis, apesar dos
orgdos florais femininos e de as estruturas vegetativas ndo apresentarem qualquer anomalia
(SCHNABLE; WISE, 1998).

O gameta masculino € o grao de pdlen. Ele é envolvido por uma cobertura protetora,
formada por duas membranas: uma externa (exina) e outra interna (intina). A exina
geralmente € cutinizada e apresenta espinhos e desenhos caracteristicos. A exina ¢é
interrompida em alguns pontos, formando poros através dos quais ocorre a protrusio do tubo
polinico por ocasido da germinacdo do grao de pélen (POPINIGIS, 1977).

A polinizacdo ocorre quando o grdo de pdlen entra em contato com o estigma. A seguir,
o grao de polen absorve a secrecdo exudada pelo estigma e germina, desenvolvendo um tubo
polinico, que € o resultado do crescimento da célula vegetativa. O tubo polinico cresce através
do estilete, até atingir o dvulo. Através do tubo, desloca-se a célula ou as células generativas
no grao de pdélen. Quando hd apenas uma célula generativa no grdo de pdlen por ocasido da
polinizacdo, esta sofre uma divisdo mitdtica durante o seu deslocamento através do tubo,
formando duas células esperméticas (POPINIGIS, 1977).

A viabilidade do pdlen € um dos fatores analisados para determinacdo da macho-
esterilidade da planta. Em milho, existem dois tipos distintos de macho-esterilidade: a nuclear
e a citoplasmdtica. A macho-esterilidade nuclear ocorre quando existem mutagdes recessivas
em genes nucleares que interrompem a gametogénese masculina. Estudos citolégicos
demonstraram que essas mutagdes afetam praticamente todos os estagios do desenvolvimento
das anteras, variando da pré-meiose até o pélen (CHAUBAL et al., 2003).

Existem trés sistemas distintos de macho-esterilidade citoplasmatica: Texas ou T
(ROGERS; EDWARDSON, 1952); USDA ou S (JONES et al.,, 1957); e Charrua ou C
(BECKETT, 1971). Estas trés categorias sdo definidas pela capacidade de restauracdo dos
genes nucleares na primeira geracao (F1) (SCHNABLE; WISE, 1998), sendo que os
restauradores Rf s@o especificos para cada tipo de citoplasma, ndo promovendo restauracao de
fertilidade em outros tipos citoplasmaticos.

Alguns genes nucleares denominados restauradores de fertilidade (Rf), podem anular o

efeito da macho esterilidade no citoplasma. Assim, se as plantas com macho esterilidade



citoplasmdtica carregarem o gene Rf nuclear apropriado, elas podem produzir polens
funcionais, mesmo que o citoplasma carregue o gen macho-estéril (LAUGHNAN; GABAY-
LAUGHNAN, 1983).

Segundo Levings III (1993), os trés tipos de macho-esterilidade citoplasmdtica do
milho, T, C e S, sdo diferenciadas por genes nucleares especificos, determinados
restauradores da fertilidade (Rf), que suprimem o efeito macho-esteril do citoplasma e
permitem a producdo de pdlens vidveis. Por exemplo, dois genes, Rf7 e Rf2, agindo juntos,
restauram a fertilidade do pélen macho-estéril tipo T, e ndo restauram fertilidade dos tipo C
ou S.

Para obter o hibrido através de macho-esterilidade, € necessdrio que o progenitor
masculino contenha genes restauradores de fertilidade. A restauracdo do citoplasma S ¢é
dependente do gene restaurador denominado Rf3 e di-se a nivel gametofitico, isto é, a
constitui¢do do gameta determina o fenotipo em relacado a fertilidade (DUVICK, 1965).

De acordo com Bérem (2001), o ambiente € constituido de todos os fatores que afetam o
desenvolvimento das plantas que ndo sdo de origem genética. A alteracdo na performance
relativa dos gendtipos, em virtude de diferengcas de ambiente, denomina-se interacdo
genOtipos X ambientes (G x E).

O conhecimento dos aspectos relacionados com a interacdo gendtipo x ambiente
permite a defini¢do de gendtipos com adaptacdo ampla ou especifica, a escolha de locais de
selecdo mais apropriados e a determinacdo do nimero ideal de ambientes e de gendtipos a
serem avaliados em cada fase de sele¢do (FOX et al., 1997).

A ndo formacdo de podlen pela planta de milho (macho-estéril), foi descoberta por
Rhodes, em 1893, porém s6 a partir de 1950, tem sido usada extensivamente para a producao
de sementes de milho hibrido, eliminando o trabalho de despendoamento das linhas
produtoras de sementes. Varios sdo os tipos de esterilidade masculina conhecidos em milho.
Estas esterilidades podem ser controladas por fatores localizados nos cromossomos
(cromogenes) e por fatores localizados no citoplasma (plasmagenes) ou pela interacdo de
ambos. O uso de plantas macho-estéreis tem sido uma alternativa visando eliminar o trabalho
de despendoamento, diminuindo o custo de produ¢cdo (MENEZES, 1991).

Foram testados por Magalhaes et al (1999) diferentes métodos de despendoamento em
milho tropical, quantificando possiveis perdas ou ganhos decorrentes do uso dessas técnicas.
Avaliou os seguintes tipos de despendoamento: manual, retirada do cartucho, macho-estéril e
mecanico. Esses autores concluiram que em um campo de producio de sementes hibridas de

milho o despendoamento manual ou o uso da macho-esterilidade sdo as prdticas mais
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recomendadas para o controle da polinizacdo e que o uso da retirada do cartucho, que visa
assegurar a pureza genética, afeta negativamente a producio de sementes em cerca de 10%.

A macho esterilidade é uma caracteristica que pode ser empregada como valiosa
ferramenta para a produgdo comercial de sementes e ja foi identificada em muitas espécies
vegetais, sendo um componente estratégico para a produgdo comercial de hibridos em muitas
culturas. Pode ser empregada para evitar que ocorra a autofecunda¢@o na linha onde estd
sendo produzida a semente (linha de fémeas). Em geral, um genétipo restaurador homozigoto
¢ empregado como o parental masculino do hibrido. A utilizacdo da esterilidade masculina na

producdo de sementes hibridas apresenta importancia econdmica, além de assegurar a pureza

das sementes genéticas. (BELICUAS; GUIMARAES, 2009)
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em dois campos experimentais localizados em
Centralina-MG (latitude 18° 29" S, longitude 49° 13 W, altitude 465 m) e Cristalina-GO
(latitude 16° 15" S, longitude 46° 25° W, altitude 975 m).

O material genético utilizado foram dez linhagens de milho provenientes do programa
de melhoramento da Syngenta Seeds LTDA, convertidas para macho esterilidade e
codificados em SYN - 1, SYN -2, SYN -3, SYN -4, SYN-5,SYN-6,SYN-7,SYN -8,
SYN-9eSYN - 10.

O delineamento experimental utilizado nos dois experimentos foi o de blocos ao
acaso, com trés repeticdes, sendo que cada parcela foi composta por duas linhas de 4 metros
espacadas por 0,6 m entre linhas. Nos dois locais a semeadura foi manual com posterior
desbaste corrigindo para uma populacido de 80.000 plantas por hectare, o que corresponde a
cerca de 38 plantas por parcela ou 19 plantas por linha.

Para as andlises estatisticas foi utilizado o programa SISVAR (2007). Os dados
obtidos foram submetidos as andlises de varidncia individuais visando detectar a significncia
dos efeitos de gendtipos e do ambiente utilizando-se o teste de Scott-Knott (Scott & Knott,

1974) a 5% de probabilidade. Para a andlise, os valores foram transformados utilizando-se a

férmula
Para interacdo gendtipo x local efetuou-se uma andlise de varidncia conjunta das
médias, tendo por objetivo verificar os efeitos de genétipos, locais e da interagdo entre eles.

Nessa andlise também foi utilizado o teste de Scott-Knott (1974) a 5% de probabilidade com

os valores transformados utilizando-se a férmula

Foram realizadas avaliacOes quanto a caracterizacdo da inflorescéncia masculina
durante o periodo de floragdo das plantas. Os penddes foram classificados como Estéril
quando ndo apresentaram anteras, Recuperacdo Parcial da fertilidade (RP) quando tinham
poucas anteras com polen, e de Recuperacio Total da fertilidade (RT) quando apresentaram
penddes normais segundo a escala ARVALIS, Instituto de Vegetais, Paris (JAROSZ et al.,
2003). Os dados obtidos através da avaliagdo de cada caracteristica foram convertidos para

porcentagem (%) de plantas Estéreis, RT ou RP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As floragdes das plantas ocorreram em Centralina de 24/05 a 13/06/11 e em Cristalina
de 07/06 a 21/06/11.

A temperatura média em Cristalina no intervalo de florescimento da cultura foi de
19,5°C, e em Centralina foi de 21,5°C. As condigdes de temperatura de cada local podem ser

observadas na Figura 1.
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Figura 1 . Temperatura minima e maxima em Cristalina e Centralina no periodo de abril a
julho, 2011.

Os valores obtidos por meio das andlises de variancia individuais e conjuntas quanto a
classificacdo em Estéril, Recuperacdo Total (RT) e Parcial (RP) de dez gendtipos nos dois
locais estdo representados na Tabela 1.

De acordo com as andlises realizadas as avaliagdes das linhagens de Cristalina e de Centralina
foram significativas para as caracteristicas esterilidade, recuperacdo total e parcial e também
para a interacdo gendtipos x locais (Tabela 1). Interacdes genétipos x locais significativas
mostram que as linhagens tiveram comportamento ndo coincidente em fun¢do do local de

avaliagdo.
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Tabela 1 . Andlises de variancia individuais e conjuntas quanto a classificacdo em Estéril, Recuperacdo Total e Parcial de dez genétipos, em

Centralina e Cristalina, 2011.

Estéril RT RP
GL
FV Cristalina  Centralina ~ Conjunta Cristalina  Centralina ~ Conjunta Cristalina
Local 1 - - 45,37* - - 67,96* -
Gen6tipo 9 25,96* 25,72%* 47,15% 6,87* 43,4% 39,90%* 48,9%
GxL 9 - - 4,52% - - 10,42%* -
Erro 18'/49° 3,89 1,81 2,74 0,83 0,8 0,9 1,4
Média - 40,4 61,6 51 10,7 38,5 24,6 48,9
CV (%) - 35,6 18,51 25,8 27,3 17,5 23,9 18,7

(") Andlises individuais

(%) Andlise conjunta

(*) Valores transformados utilizando-se a formula V(x+0,5).
*: Significativo ao nivel de 5% pelo teste de Scott-Knott.
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Os experimentos apresentaram coeficientes de variagdo entre 17,5 a 35,6%. Esses
coeficientes conferem boa precisdo experimental, especialmente se considerarmos que para
todos as caracteristicas e locais foi possivel observar diferencas significativas entre as

linhagens avaliadas (Tabela 1 e 2).

Tabela 2. Médias (%) da avaliacdo quanto a esterilidade, recuperacdo parcial e total de dez
linhagens, em Centralina e Cristalina, 2011.

Linhagens Estéril RT RP

Cristalina Centralina Conjunta Cristalina Centralina Conjunta Cristalina

SYN-1  19,8bA 398bA 298¢ 4,8cB  602aA 325D 754 a
SYN-2 9,1bB  369bA  230c 119bB 632aA 37,5b 79,0 a
SYN-3  157bA  26,7bA 212c 20,7aB  733aA 47,0a 63,7 a
SYN-4  749aA 996aA 872a 35cA  04cA 2,0¢ 21,7b
SYN-5 91,3aA 996aA 954a 10cA  04cA 0,7 ¢ 17¢
SYN-6 239bB  89,1aA 56,5b 11,1bA 109bA 11,0c¢ 65,0 a
SYN-7 6,5bA 16, 7cA 11,6c 229aB 833aA 53,1a 70,7a
SYN-8  979aA 100aA  99,0a 0cA 0cA 0,0e 21lc
SYN-9  476aB  962aA 719b  6,6cA  3,8cA 52d 459 a

SYN-10 17.8bA 109cA 144c 242aB 89.1aA 566a 58,0 a

Média 40,4 B 61,5 A 51,0 10,7 B 38,5 A 24,6 48,9

(") As letras mindsculas representam a comparagio entre linahgens de um mesmo local pelo teste de Scott-Knott
(1974), ao nivel de 5% de probabilidade. As letras maidsculas representam a comparagdo de uma mesma
linhagem entre os dois locais para determinada caracteristica.

Considerando os resultados obtidos para as andlises conjuntas, podemos inferir que
houve efeito significativo para locais, mostrando diferencas nas médias das linhagens em
relagdo aos locais avaliados.

Em Cristalina foram observados maiores valores médios para Esterilidade e RT em
relacdo a Centralina (Tabela 2). Outro fato importante é que em Centralina ndo foi observada
RP da inflorescéncia masculina, provavelmente devido a ocorréncia de temperaturas minima e

maxima mais altas (Figura 1). Provavelmente, as condi¢des de temperatura mais elevada
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ocorridas em Centralina, influenciaram os resultados de médias superiores quanto a
manutencdo da esterilidade das linhagens obtidas para o local. O mesmo foi observado por
Duvick (1965), estudando que o fotoperiodo longo com altas temperaturas reduzem a
fertilidade das plantas de milho. Maiores umidades e menores temperaturas foram associados
pelo mesmo autor com aumento de fertilidade no milho, o que foi observado em Cristalina, a
qual obteve médias de recuperacdo total e parcial da fertilidade maiores do que Centralina,
provavelmente por apresentar condi¢des de temperatura inferiores a Centralina.

De acordo com a Figura 1, a média das temperaturas de Cristalina foi inferior a
20°C, ocasionando a obten¢do de médias de recuperagio total e parcial da fertilidade maiores
das de Centralina, onde a temperatura média foi 21,5°C. Na avaliacdo de gendtipos na
Argentina, Pascale (1953) observou que o florescimento e a maturacdo do milho ocorrem
mais rapidamente quando as temperaturas médias do ar situaram-se ao redor de 25°C,
havendo um retardamento a medida que se diminui essa temperatura.

As linhagens que se destacaram quanto a esterilidade (Estéril), em Cristalina, foram
a SYN-4, SYN-5, SYN-8 e o SYN-9, que nio diferiram estatisticamente entre si pelo teste de
Scott e Knott (Scott e Knott, 1974), porém diferindo-se das demais ao nivel de 5% de
probabilidade (Tabela 1). Ja para Centralina, além dessas linhagens, a SYN - 6 também se
destacou em relacdo as demais, nao diferindo estatisticamente quanto a esterilidade, porém
diferindo-se em relac@o as demais caracteristicas.

Considerando a andlise conjunta entre os dois locais, os genétipos SYN-4, SYN-5 e
SYN-8 se sobressairam em relagcdo aos demais nos dois locais, apesar da interagdo genotipos
x locais ter sido significativa para Esterilidade. Esses resultados indicaram a estabilidade para
a esterilidade.

Quanto a recuperagao total da fertilidade (RT), em Cristalina os gendtipos SYN-1,
SYN-4, SYN-5, SYN-8 e SYN-9 destacaram-se em relacdo aos demais, por apresentarem as
menores taxas de recuperacdo da fertilidade, ndo diferindo estatisticamente entre si pelo teste
de Scott e Knott (1974). Para Centralina, esses mesmos genétipos se destacaram, com
excecdo do SYN-1 que apresentou alta taxa de restauracdo da fertilidade, ndo diferindo em
relacdo aos gendtipos SYN-2, SYN-3, SYN-7 e SYN-10.

Considerando a andlise conjunta para a caracteristica RT os genétipos SYN-4,
SYN-5 e SYN-8 destacaram-se por apresentar as menores taxas de recuperacdo da fertilidade.
Apesar da interacao gen6tipos x locais significativa, esses genétipos se sobressairam nos dois

locais e na média dos locais, mostrando certa estabilidade para esta caracteristica.
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Em Cristalina foi observado que alguns gendtipos apresentaram recuperagdo parcial
para a producdo de podlen. Nesse local, os gendtipos SYN-5 e SYN-8 apresentaram as
menores taxas de recuperagdo. Por outro lado, para Centralina ndo foi observada recuperacao
parcial, provavelmente em funcio das condi¢des de temperatura e umidade do ar permitirem a
manifestacdo dos extremos.

Considerando os resultados discutidos, podemos inferir que os gendtipos SYN-5 e
SYN-8 destacaram-se em relacdo aos demais por apresentarem alta esterilidade, associada
com reduzida recuperacdo total e parcial. Esses gendtipos mantiveram a macho-esterilidade
nas plantas avaliadas mesmo considerando os dois ambientes avaliados.

Pelas caracteristicas avaliadas, esses genotipos podem ser considerados como fontes
da macho esterilidade para o programa de melhoramento e/ou em campos de producdo de
hibrido. A macho-esterilidade € uma alternativa vidvel para facilitar a implementacdao de
técnicas como a selecdo recorrente em programas de melhoramento de plantas autégamas

(CANClI et. al., 1997) e producdo de semente hibrida (BELICUAS; GUIMARAES, 2009).



5 CONCLUSOES

As linhagens SYN-5 e SYN-8 destacaram-se em relagdo a manutenc¢io da macho-
esterilidade.

Altas temperaturas favorecem a manuten¢do da esterilidade nas linhagens de milho.

17
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