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SELECAO DE GENOTIPOS E ANALISE DA TOLERANCIA DO MILHO (Zea
mays L.) AO ENCHARCAMENTO DO SOLO'

Autor: Noryam Bervian Bispo
Orientador: José Fernandes Barbosa Neto

RESUMO

Os solos de varzea ou hidromérficos tém como principal caracteristica a
drenagem natural deficiente. No Rio Grande do Sul, este tipo de solo
representa 20% da area, sendo cultivado principalmente em um sistema de
arroz e pecuaria de corte. O milho pode ser uma alternativa para rotagao de
culturas em areas de varzea, entretanto é indispensavel o desenvolvimento de
genotipos tolerantes ao encharcamento do solo. Este trabalho teve por objetivo
avaliar a variabilidade genética da tolerancia ao encharcamento do solo em
milho, bem como avaliar a complexidade de fatores envolvidos na tolerancia ao
encharcamento. Uma série de experimentos foi realizada em casa de
vegetacdo para testar a reacdo de 105 gendtipos de milho sob estresse e
foram feitas analises de tecido da parte aérea das plantas para avaliar os
diferentes fatores envolvidos. Os resultados indicaram a presenca de
variabilidade genética para a tolerdncia ao estresse. Em torno de 4% dos
genotipos testados demonstraram toleréncia, apresentando-se mais verdes e
mais vigorosos em relacdo aos demais no decorrer de cada experimento. A
temperatura foi um fator decisivo na avaliagdo da tolerancia, sendo que
temperaturas mais altas aumentaram os efeitos nocivos ocasionados pelo
encharcamento. O alagamento do solo determinou uma elevagéo drastica na
concentracdo de ferro e uma redugdo nos elementos nitrogénio, fésforo,
potassio e boro no tecido das plantas. As plantas sensiveis apresentaram
teores de sodio significativamente maiores no tecido em comparagdo com as
plantas tolerantes. Como concluséo, & possivel selecionar gendtipos de milho
adaptados as condi¢cdes de encharcamento do solo, entretanto a analise deste
estresse € complexa devido a interacdo com diversos fatores do ambiente,
especialmente a temperatura.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (64p.) Julho, 2011.
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GENOTYPES SELECTION AND MAIZE (Zea mays L.) TOLERANCE
ANALYSIS TO WATERLOGGING*

Author: Noryam Bervian Bispo
Adviser: José Fernandes Barbosa Neto

ABSTRACT

Lowland or hydromorphic soils present naturally poor drainage. In Rio
Grande do Sul this type of soil represents 20% of the total cultivated area. ltis
cultivated under a rice and livestock succession system. Maize may be an
alternative to crop rotation in these areas, however it is essential to develop
waterlogging tolerant genotypes. This study aimed to evaluate the genetic
variability for waterlogging tolerance in maize, and to assess the complexity of
factors involved in waterlogging tolerance. Several experiments were conducted
in greenhouse to test the reaction of 105 maize genotypes. Tissue analysis
was additionally performed to evaluate different factors involved. Results
indicated genetic variability for stress tolerance. About 4% genotypes showed
tolerance, presenting greener leaves and more vigorous during each
experiment. Temperature was a decisive factor for tolerance evaluation, where
higher temperatures increased stress by flooding. Waterlogging caused an
elevation in iron tissue concentration. At the same time nitrogen, phosphorus,
potassium, and boron concentration were decreased. Sensitive plants showed
significantly higher levels of sodium on the tissues when compared to tolerant
plants. As a conclusion, it is possible to select maize genotypes adapted to
waterlogging conditions, however stress analysis is complex due to interaction
with several environmental factors, especially temperature.

' Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil. (64p.) July, 2011.
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1 INTRODUCAO

Os solos de varzea ou hidromorficos tém como principal caracteristica a
drenagem natural deficiente, normalmente, motivada pelo relevo
predominantemente plano, associado a um perfil cuja camada superficial &
pouco profunda e a subsuperficial é praticamente impermeavel. No Brasil este
tipo de solo ocorre em varzeas que, geralmente, apresentam alto potencial de
rendimento de grdos para culturas como o milho e a soja, quando adubado
corretamente. No entanto, devido ao lencol freatico superficial e a chuvas
intensas e concentradas, o cultivo dessas espécies fica incerto e instavel. Este
fato dificulta o estabelecimento de sistemas eficientes de producéo envolvendo
a cultura do milho nestas areas agricolas.

No Rio Grande do Sul, este tipo de solo ocupa uma area de
aproximadamente 5,4 milhdes de hectares, o que representa 22,8% da area
total do Estado (Pinto et al., 1999). O sistema de utilizacdo dos solos
hidromorficos do RS compreende na maioria das propriedades, além da cultura
do arroz irrigado, a pecuéaria de corte. O arroz irrigado, apesar do bom
rendimento de grdos, apresenta elevados custos de produgdo e €
recomendado que seja semeado ha mesma area apenas uma vez a cada trés
anos. A pecuaria de corte, por sua vez, apresenta baixos indices de

produtividade, motivados principalmente pela alimentacdo deficiente em



periodos criticos. Por outro lado, o cultivo continuado do arroz em uma
determinada area leva a autolimitacdo da cultura, isto é, acaba impedindo a
continuidade do cultivo devido ao aumento de plantas daninhas, em especial o
arroz vermelho. Nas condi¢fes do RS, a possibilidade de uso mais intensivo e
racional dos solos de varzea esta diretamente relacionada a implantacdo de um
sistema de rotacdo de culturas, associada a uma cobertura permanente da
superficie do solo e ao manejo eficiente da agua superficial (drenagem e
irrigacao).

Assim sendo, para que a cultura do milho seja uma alternativa para
rotacao de culturas em areas de varzea, € indispensavel o desenvolvimento de
genadtipos tolerantes ao encharcamento do solo. Este carater é de dificil
avaliacdo a campo, devido a variacdo de ambiente. Da mesma forma, ele esta
relacionado com a acdo coordenada de adaptacdes morfologicas, anatémicas
e bioquimicas, o que confere complexidade aos estudos genéticos. Isto leva a
necessidade de trabalhos em torno da fisiologia e da genética da tolerancia ao
encharcamento em milho, identificando mecanismos e possiveis genes
envolvidos no carater. Uma maior eficiéncia na identificacdo de genoétipos
superiores adaptados as condi¢cdes de varzea também podera ser alcancada
pelo desenvolvimento de métodos de pesquisa que possam ser realizados em
cultivos de curta duracdo em casa de vegetacao, facilitando a selecdo de
progenitores em programas de melhoramento genético.

O milho possui variabilidade genética para a tolerancia ao
encharcamento do solo. Este carater ja foi estudado em diversas culturas como
trigo, soja, ervilha dentre outras, porém cada um com métodos de andlise

diferentes, diferentes tipos de solo, diferentes estadios de desenvolvimento das



culturas, sendo dificil a comparacdo entre os mesmos e a indicagcdo de um
melhor método de analise da tolerancia. Assim sendo, 0s objetivos deste
trabalho foram avaliar a variabilidade genética para o carater tolerancia ao
encharcamento do solo em diferentes genoétipos de milho encontrados no sul
do Brasil e avaliar a complexidade de fatores envolvidos na toleréancia ao

encharcamento do solo nas plantas de milho.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O milho (Zea mays L.) € uma espécie amplamente difundida, sendo
cultivado em praticamente todas as regides do mundo. O maior produtor
mundial deste cereal € os Estados Unidos (USDA, 2011) seguido do Chile e
Argentina, sendo que o Brasil ocupa o quarto lugar. Mesmo assim, o pais ainda
importa grande quantidade de milho, o que sugere a necessidade de
incrementar a producao deste cereal. Este aumento na producédo de gréos de
milho é uma demanda importante, principalmente para os estados do sul do
Brasil, onde o Rio Grande do Sul tem uma produtividade meéedia de apenas
4.860 kg.ha™, média um pouco acima da média brasileira (Conab, 2011). O
aumento na produtividade de grdos pode ser obtido pela melhoria do manejo
da cultura, assim como pelo uso de cultivares com alto potencial de rendimento
de grdos e bem adaptados as condi¢cdes edafo-climaticas.

A expansdo da fronteira agricola com a cultura do milho € dificultada
pela concorréncia com a soja (Silva et al., 2006). Assim sendo, os solos de
varzeas da regiao sul do Brasil, que no Rio Grande do Sul ocupam uma area
aproximada de 5.400.000 ha (Pinto et al., 1999) aparecem como alternativa

vidvel para o incremento da area cultivada com milho.



2.1 A cultura do milho

O milho é originado das Américas e foi o principal alimento dos nativos
americanos (Poehlman & Sleper, 1995). E uma das principais espécies
cultivadas no mundo, tendo sua producao voltada principalmente a alimentacéo
animal. No ano agricola de 2009/10, foram produzidas 34,1 e 21,9 milhdes de
toneladas de grédos na safra e safrinha, respectivamente, no Brasil, com uma
produtividade média de 4.412 kg.ha™ (Conab, 2011).

A idade estimada do milho € de 11 milhées de anos e 0 seu surgimento
teria sido resultado de um evento de poliploidizacdo que teria ocorrido apds a
divergéncia entre sorgo e milho sendo, portanto, considerado um poliploide
antigo (Gaut et al., 2000). Durante muitos anos, acreditava-se que este cereal
era diploide e que tinha evoluido por meio de selecdo e através de
recombinacdes entre gendtipos (Mangelsdorf, 1974; Galinat, 1977; Goodman,
1987). Entretanto, hoje existem evidéncias de que o milho possui uma origem
alotetraploide, com 2n = 4x = 20 cromossomos (Gaut et al., 2000), tendo o
namero basico de cromossomos de x =5 (Molina et al., 1992; White & Doebley,
1998; Poggio et al.,, 2000). A verdadeira origem do milho ainda n&o foi
completamente elucidada, porém existem alguns trabalhos indicando que seu
progenitor seja Zea mays ssp. mexicana ou Zea mays ssp. parviglumis, ambos
conhecidos como teosinto (Galinat, 1977; 1992; White & Doebley, 1998;
Paterniani & Campos, 1999; Wang et al., 1999; Piperno & Flannery, 2001).
Como o teosinto é uma planta selvagem e o milho € conhecido somente como
uma espécie cultivada, a interpretagdo mais relevante é que o milho foi
domesticado do teosinto. Provavelmente, as diferengas mais notaveis em suas

morfologias foram resultado da selecdo humana durante o processo de



domesticacdo (Doebley et al., 1994; Doebley, 2004). A reduc¢éo no tamanho de
populacdo durante a domesticacdo deveria ter causado uma diminuicdo na
diversidade genética do milho em relacdo ao teosinto, sendo que dados de
isoenzimas indicam uma perda de cerca de 25% da diversidade genética
(Doebley et al., 1990).

O genoma do milho ainda hoje é fonte de grande diversidade fenotipica
e molecular. Tanto que, gendtipos exoticos e elites de milho contém mais
diversidade que humanos e chimpanzés, e muitas plantas selvagens
considerando sequéncias de DNA. A selecédo seguiu da seguinte forma: alelos
favoraveis em locos controlando morfologia de planta e qualidade nutricional do
grdao foram fixados nos ultimos 4.400 anos, e a selecdo pelos nativos
americanos tornou o milho adaptado a numerosos ambientes (Buckler et al.,
2006). Dessa forma, € importante ressaltar que a domesticacdo do milho
contribuiu efetivamente com o seu desenvolvimento evolutivo, como se a acéo
humana tivesse, aos poucos, moldado ou até mesmo construido uma espécie
atraves da selecdo de caracteristicas importantes durante milhares de anos, o
que resultou em uma espécie de grande importancia econdmica mundial,
porém extremamente dependente do homem (Poehiman & Sleper, 1995).

Pelo grande numero de variedades existentes e o aprimoramento dos
métodos de melhoramento genético, criando novas variedades e hibridos, esse
cereal encontra possibilidade de cultivo em uma larga faixa do globo, com
grandes variagdes climéticas, apesar de sua origem tropical. Entretanto, em
guestdo de solo, os mais recomendados para a cultura do milho sdo os solos
de textura média, com teores de argila em torno de 30-35% ou mesmo

argilosos com boa estrutura, como os latossolos, que possibilitam drenagem



adequada, apresentam boa capacidade de retencdo de agua e de nutrientes

disponiveis para as plantas (Landau et al., 2010).

2.2 Solos de varzea

Os solos de varzea, encontrados nas planicies de rios e lagoas no Rio
Grande do Sul, apresentam como caracteristica comum a formacdo, em
condicbes variadas, de deficiéncia de drenagem (hidromorfismo). Ocupam
extensas areas, com relevo variando de plano a suavemente ondulado,
abrangendo aproximadamente 5,4 milhdes de hectares (Pinto et al., 1999), o
que representa em torno de 20% da area total do Estado. S&o areas continuas,
mecanizaveis e facilmente irrigadas, sendo encontradas principalmente nas
regides do Litoral, Encosta do Sudeste, Depressdo Central, Campanha e
Campanha/Missbes (Gomes et al., 2002). As classes de solos predominantes
nestas areas sao gleissolos, planossolos, plintossolos e vertissolos (Streck et
al., 2008).

Associada a ma drenagem, os solos hidromoérficos apresentam ainda,
em sua maioria, densidade naturalmente elevada, relacdo micro/macroporos
muito alta e baixa capacidade de armazenamento de &agua na camada
superficial. Outro aspecto relevante que caracteriza estes solos é a fertilidade
natural de média a baixa, o que dificulta a utilizagdo de uma agricultura
diversificada. Assim, em tais condi¢fes, desenvolveu-se o sistema produtivo
com pecuéria de corte extensiva e arroz irrigado, que apresentam uma
rentabilidade limitada (Gomes et al., 2002).

Nas condi¢cdes do RS, a possibilidade de uso mais intensivo e racional

dos solos de varzea esta diretamente relacionada a implantagdo de um sistema



de rotacdo de culturas, associada a uma cobertura permanente da superficie
do solo e 0 manejo eficiente da agua superficial (drenagem e irrigacdo) (Gomes
et al.,, 2002). Neste sentido, o milho apresenta variabilidade genética para
tolerancia ao encharcamento do solo (Lemkekeyes & Sachs, 1989; Sachs et
al., 1996; Silva et al., 2007); entretanto, estudos sobre as bases genéticas da

tolerancia ao encharcamento sao escassos.

2.3  Tolerancia ao encharcamento do solo

2.3.1 Reacbes no solo

Quando o solo é alagado, a agua substitui o ar nos espacos porosos do
solo e, ao comprimir 0 ar remanescente dentro dos referidos espacos, leva a
destruicdo dos agregados (Sousa et al., 2010). A substituicdo do ar pela 4gua
NOS espacgos porosos e o estabelecimento de uma lamina de agua sobre o solo
restringem as trocas gasosas com a atmosfera. Com o consumo de oxigénio
pelos organismos do solo, formam-se duas camadas distintas, uma mais
superficial, oxidada, e outra abaixo, reduzida (Sousa et al., 2010).

As caracteristicas quimicas de um perfil de solo alagado séo bastante
diferentes daquelas de solos bem drenados. Na camada reduzida, ha
predominancia de micro-organismos anaerébicos, visto que o0 oxigénio
praticamente desaparece do solo (Camargo & Tedesco, 2004). Nesta camada,
os cétions predominantes sdo o Fe*” e o Mn*?, resultantes da reducéo
microbiolégica de 6xidos de ferro e de manganés. Além disso, o nitrogénio
inorganico esta na forma de NH; e n&do ocorre nitrificacdo (Camargo &

Tedesco, 2004).



A inundacdo do solo causa uma variedade de mudancas fisicas,
quimicas e biolégicas que alteram a capacidade dos solos de suportar o
crescimento das plantas (Kozlowski, 1997). Inundacbes e submergéncia,
comuns em solos de varzea, levam a reducédo de trocas gasosas entre o tecido
da planta e a atmosfera. O O, € difundido dez mil vezes mais lentamente em
agua do que no ar (Armstrong, 1979). O desequilibrio entre a lenta difusdo do
oxigénio e a velocidade com que 0 mesmo é consumido por micro-organismos
e raizes torna o solo inundado desprovido de oxigénio nas camadas
superiores, ficando os tecidos das raizes deficientes em oxigénio dentro de
poucas horas (Visser et al.,, 2003). Como raizes e rizomas sdo 0Orgaos
essencialmente aerdbicos, a consequéncia pode ser fatal, pois, ao cessar a
respiracdo aerdbica os niveis de energia caem rapidamente, causando um
dramatico declinio em absorcdo e transporte de ions (Huang et al., 2003;
Visser et al., 2003).

Grande parte dos micro-organismos de solo sdo heterotroficos, isto €,
obtém a energia necessaria para o crescimento pela oxidacdo da matéria
organica. Nessa reacdo de oxidacao biolégica, ha transferéncia de elétrons do
carbono organico para um receptor de elétrons (Camargo & Tedesco, 2004).
Nos solos oxidados, o receptor de elétrons é o O,, que é reduzido para COs..
Como na camada reduzida ndo ha O, livre, os micro-organismos anaerébios
facultativos e anaerdbios obrigatérios utilizam outros compostos (que possuem
oxigénio na molécula) como receptores de elétrons (Camargo & Tedesco,
2004). Sendo assim, para que ocorra reducéo, ha necessidade da presenca de
micro-organismos e de matéria organica, € quanto maior o teor de matéria

organica facilmente decomponivel pelos micro-organismos, mais intensa e
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rapida sera a reducdo. Como principais receptores de elétrons em meio
alagado, pode-se citar nitrato, 6xidos manganicos (Mn*%), éxidos férricos (Fe*?)
e sulfatos, que s&o reduzidos para N,, éxidos manganosos (Mn*?), 6xidos
ferrosos (Fe*?) e H,S, respectivamente (Sousa et al., 2010).

Os micro-organismos anaerobios podem utilizar também receptores de
elétrons de origem organica, caracterizando um processo conhecido como
fermentacdo (Sousa et al.,, 2010). Na fermentacdo, compostos organicos
complexos séo transformados em substancias mais simples, muitas das quais
transitorias, tais como acidos organicos, alcodis, aminas e mercaptanos. A
fermentacao é responsavel pela producédo de metano, podendo produzir ainda
certa quantidade de amonio (Sousa et al., 2010). Diversos autores (Kronzucker
et al., 2000; Britto & Kronzucker, 2002; Thomas & Sodek, 2005; Holzschuh et
al., 2009) relatam que o nitrogénio fornecido na forma de NH," causa uma série
de disturbios fisiolégicos no interior e no exterior das células, causando toxidez
para as plantas. Em solos alagados, ha um acumulo de NH;" devido a
auséncia de oxigénio, o que interrompe a nitrificacdo (Thomas & Sodek, 2005).
A toxidez por NH4" é apontada como variavel entre as espécies, podendo ser
tolerado por algumas, como tem sido atribuido a cultura do arroz (Kronzucker
et al., 2000; Britto & Kronzucker, 2002). Os efeitos da toxidez por NH;"
normalmente resultam em redugdo no crescimento de raizes e da parte aérea
das plantas e em menor quantidade de nitrogénio absorvido (Holzschuh et al.,
2009).

Outros efeitos importantes que acontecem no solo alagado séo o
aumento no pH e aumento na disponibilidade de alguns nutrientes. O

alagamento do solo eleva o pH do meio até proximo a neutralidade (Sousa et
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al., 2010). O pH de solos acidos sofre um pequeno decréscimo nos primeiros
dias de alagamento, diminui a um valor minimo e sobe em seguida, para
estabilizar-se entre 6,5 e 7,0. Ja em solos alcalinos, o pH sofre um leve
decréscimo, ou permanece proximo aos valores originais (Sousa et al., 2010).
Devido ao aumento do pH e a dissolucdo de Oxidos de ferro que retém o
fésforo, ha em geral um aumento do fésforo na solucdo do solo apos o
alagamento (Camargo & Tedesco, 2004). Cations como potassio, calcio e
magneésio, embora néo participem diretamente das reacfes de oxirreducao,
tém a solubilidade aumentada, pois sdo deslocados para a solugcdo do solo
pelo manganés e, principalmente, pelo ferro, que ocupa proporcao consideravel
dos sitios de troca (CTC) em funcdo de sua alta concentracdo. Dessa forma,
calcio, magnésio e potassio apresentam comportamento que depende da
cinética do ferro e do manganés no solo (Camargo & Tedesco, 2004).
Considerando que as pesquisas conduzidas a campo, para
determinacao de tolerancia a deficiéncia de oxigénio no solo, sdo necessarias,
mas de dificil execucdo, uma vez que existem fatores nas relacbes solo-agua-
clima-planta que ndo podem ser quantificadas, nem controladas
adequadamente, Lopes et al. (1988) sugerem métodos de "screening" em
condi¢Oes artificialmente controladas, para serem utilizados como ferramentas
auxiliares ao trabalho de melhoramento genético de plantas, sob condi¢des de
estresse. Entretanto, Setter et al. (2009) afirmam que a época, duragcédo e
severidade do alagamento é frequentemente diferente em diferentes triagens, o
que faz a comparacéo de variedades dificil de interpretar, isto é, uma variedade
pode ser tolerante ao encharcamento nos estadios de germinacdo e

emergéncia, mas nao ser tolerante nos estadios vegetativo ou reprodutivo.
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2.3.2 Reacbes na planta

Para reduzir os impactos do estresse causado por deficiéncia de
oxigénio, as plantas podem desenvolver -caracteristicas morfologicas e
bioquimicas que sdo ambas constitutivas ou induzidas pelo evento da
inundacdo. Varias respostas anatdbmicas facilitam o transporte interno de
oxigénio por difusédo ou, algumas vezes, por fluxo de massa (Aschi-Smith et al.,
2003). Isto permite que Orgdos subterraneos evitem o desenvolvimento de
interiores com niveis muito baixos de oxigénio. De particular importancia é o
desenvolvimento de aerénquimas, canais que permitem as trocas gasosas
entre as partes da planta. Eles criam uma rede de baixa resisténcia para o
transporte de gases da parte aérea, bem aerada, para as raizes que se
encontram em condicdo anaerdbica (Colmer, 2003). A efetividade do
aerénquima pode ser aumentada pela formacdo de barreiras de gas, na
epiderme e exoderme nas raizes, que inibem a perda de oxigénio das raizes
para o solo em condicdo de hipoxia ou anoxia. Nessas condi¢cdes, a agua
ocupa o0s espacos antes preenchidos pelo ar, gerando uma situacao de hipoxia
(deficiéncia de O,), que pode chegar a anoxia (auséncia de O;) em algumas
regibes do solo em razdo da respiracdo dos 6rgdos submersos de plantas ou
dos microrganismos ali existentes (Kozlowski, 1997).

A maioria das espécies vegetais cultivadas tem seu desenvolvimento e
producdo prejudicados em solos mal drenados. Sem oxigénio livre, a maioria
das plantas ndo é capaz de sobreviver mais do que poucas horas ou dias e ndo
podem se desenvolver suficientemente para a reproducdo sexuada ou

assexuadamente (Vartapetian & Jackson, 1997). Outros fatores que contribuem
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para o desequilibrio fisiologico das plantas nessas condicbes sdo a baixa
disponibilidade de agua e de minerais causados por um decréscimo na
permeabilidade das raizes, desequilibrio de horménios relacionados com as
raizes, decréscimo de nitrogénio disponivel no solo, incremento de compostos
toxicos no solo e na planta e aumento de organismos patogénicos (Vartapetian
& Jackson, 1997). As perdas em rendimento de gréos em trigo podem chegar a
10, 25 e até 65% em solos com baixo, moderado ou severo nivel de
encharcamento, respectivamente (Mcdonald & Gardner, 1987).

Espécies diferem consideravelmente em sua suscetibilidade ao estresse.
A tolerancia pode variar de somente poucas horas para muitos dias ou
semanas, dependendo da espécie, dos oOrgados diretamente afetados, estadio
de desenvolvimento e condicdes de temperatura (Vartapetian & Jackson,
1997). Depois de uma ampla revisdo sobre o assunto, Kawase (1981) observou
que existem claras evidéncias de que as plantas tolerantes ao encharcamento
possuem um sistema de transporte de oxigénio para as raizes bem mais
desenvolvido do que as nao tolerantes.

Em trabalho realizado com encharcamento do solo em milho na fase
vegetativa, de floracdo e de enchimento de gréaos, por periodos que variaram
de dois a oito dias, foi evidenciado que a cultura é muito sensivel ao excesso
hidrico do solo, principalmente na fase vegetativa e de floracdo, e o dano
causado aumenta diretamente com a duracdo do encharcamento (Schild et al.,
1999). Zaidi et al. (2004) observaram que em condicdes de excesso de
umidade houve uma grande mortalidade das plantas de milho, além de
crescimento atrofiado, reduzida area foliar e producdo de biomassa em todos

0s estagios fisiolégicos estudados. No entanto, os autores notaram que o milho
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€ mais suscetivel ao estresse nos estagios iniciais de desenvolvimento da
cultura e que a susceptibilidade decresceu gradualmente nos estagios mais
tardios.

Em nivel metabdlico, a baixa disponibilidade de oxigénio induz
alteracOes na expressao de genes nas plantas (Silva et al., 2007). Um grupo de
20 polipeptidios anaerébicos (ANP’s) foram seletivamente sintetizados em
raizes primarias de milho apés cinco horas de anoxia (Sachs et al., 1980). No
mesmo tempo, a sintese de proteinas aerdbica foi na sua maioria reprimida.
Subbaiah & Sachs (2003), entretanto, afirmaram que a sintese de ANPs ocorre
a partir de 90 minutos de anoxia. Esses polipeptidios anaerdbicos tém sido
bastante estudados em milho e, de maneira geral, estdo envolvidos na glicolise
e fermentacdo, tais como alcool desidrogenase (Sachs & Freeling, 1978;
Russell & Sachs, 1992; Andrews et al., 1993), lactato desidrogenase (Kennedy
et al., 1992), piruvato descarboxilase (Wignarajah & Greenway, 1976; Laszlo &
Lawrence, 1983); e frutose-1,6 bifosfato aldose (Kennedy et al., 1992).

O estresse por encharcamento do solo hormalmente ndo ocorre sozinho.
Assim como em outros estresses, ha uma grande producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) quando as plantas sdo submetidas ao alagamento
do solo. As consequéncias do estresse oxidativo induzido pelo encharcamento
do solo dependem do tecido e/ou espécie, propriedades das membranas,
conteudo antioxidante enddégeno e da habilidade de induzir respostas no
sistema antioxidante (Sairam et al., 2009a). Sairam et al. (2009b) observaram
um aumento na producdo de véarias EROs, especialmente O, e H,O,, em
ervilha d’angola submetida ao encharcamento do solo. Ha também a interacéo

do estresse com altas temperaturas, principalmente quando a cultura é
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semeada no verdo. A razdo de diminuicdo nos niveis de oxigénio no solo é
maior quando a temperatura do solo aumenta (Wang et al., 2009). H4 ainda
uma possivel interacdo do estresse por encharcamento do solo com a
salinidade. O efeito da salinidade ocorre devido o aumento nos teores de sodio
e cloro na parte aérea das plantas submetidas ao estresse (Barrett-Lennard,
2003). Entretanto, a severidade deste estresse esta relacionada com o tipo de
solo e com a espécie de planta analisada. Em algumas espécies como ervilha
e tomate, a inundacdo induz o fechamento estoméatico, aparentemente sem
mudancas detectaveis no potencial hidrico da folha (Taiz & Zeiger, 2009).

Durante o estresse por encharcamento a planta fica sujeita a uma
situacdo de hipoxia, na qual necessita utilizar o metabolismo anaerdbico para
suprir suas necessidades de energia. A fermentacdo lactica ocorre nos
primeiros 20 minutos de hipoxia (Dennis et al., 1993), mas néo persiste devido
a acidificacdo que provoca no citosol. Além disso, o rendimento liquido de ATP
na fermentacdo é de apenas dois moles por mol de hexose respirada,
comparados com 36 moles de ATP por mol de hexose respirada na respiracéo
aerobia (Taiz & Zeiger, 2009).

A acidose, acidificacdo do citoplasma, é a principal causa de morte da
célula de raizes de plantas submetidas ao estresse. Ocorre devido ao colapso
entre o vacuolo e o citoplasma, que com o tempo, perde protons (H") do
vacuolo para o citoplasma, baixando o pH (Roberts et al., 1984). As plantas
tolerantes sdo aquelas que conseguem passar mais rapidamente da
fermentacdo lactica para a alcodlica e, por mais tempo, ndo sO reter a
acidificacdo, como também alcalinizar o meio (Kennedy et al., 1992). No

entanto, a morte pode ocorrer também apds o periodo de hipoxia, por lesdes
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causadas aos lipidios de membrana e proteinas por radicais superoxidos.
Primeiro o tecido perde a consisténcia, logo apods, desintegra-se.
Provavelmente, espécies tolerantes tenham melhor protecdo através do
acumulo de anti-oxidantes e pela inducdo de enzimas superoxido dismutase
(SOD) (Armstrong et al., 1994).

No milho, quando ocorre uma pequena queda de pH no citoplasma de
7,3 para 6,8, entra em acdo a fermentacdo alcodlica, com a atividade das
enzimas piruvato descarboxilase (PDC) e alcool desidrogenase (ADH), levando
0 piruvato proveniente da glicélise, primeiro a aldeido acético, pela acédo da
PDC e, finalmente, a etanol, pela acdo da ADH (Kennedy et al., 1992). O
etanol, produto final da fermentacéo alcodlica, é potencialmente toxico quando
se acumula no interior da célula; no entanto, dificilmente chega a niveis
fitotoxicos devido as diversas possibilidades da sua eliminacdo pela planta
(Armstrong et al., 1994). Ja o aldeido acético, o intermediario entre o piruvato e
o etanol, acumula-se causando danos a célula, principalmente quando ocorre a
reoxidacdo do meio e a reacao aldeido acético = etanol reverte, ocasionando
um excesso deste no citosol (Pfistersieber & Brandle, 1994).

Para Zhou (2010), a tolerancia ao encharcamento do solo é definida em
estudos fisiolégicos como a sobrevivéncia ou a manutencdo das taxas de
crescimento sob o estresse, em diferentes estadios de desenvolvimento, em
relacdo a condi¢cbes ndo alagadas, enquanto que a definicdo agronémica da
tolerancia ao encharcamento é a manutencdo de um rendimento de gréaos
relativamente alto, em comparacdo com as condicbes normais (sem
alagamento). No entanto, a tolerancia ao encharcamento do solo € comumente

um carater complexo, afetado por varios mecanismos e complicado por fatores
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de confundimento, tais como temperatura, estadio de desenvolvimento da
planta, disponibilidade de nutrientes, tipo de solo e topografia do subsolo
(Zhou, 2010).

Nas ultimas duas décadas, um grande contetdo de informacao em nivel
molecular, bioquimico, fisiologico, anatdmico e morfolégico tem sido acumulado
sobre respostas de plantas ao alagamento e hipoxia (Kennedy et al., 1992,
Vartapetian & Jackson, 1997; Vantoai et al., 2001; Subbaiah & Sachs, 2003;
Zaidi et al., 2004; Thomas & Sodek, 2005; Agarwal & Grover, 2006; Thomas &
Sodek, 2006; Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Board, 2008; Sairam et al.,
2009b; Setter et al., 2009; Wang et al.,, 2009; Irfan et al.,, 2010). Entre os
critérios usados para avaliacdo da tolerancia ao encharcamento em soja, é
possivel citar a sobrevivéncia, coloracédo da folha, estatura de planta, biomassa
de raiz e parte aérea, contetudo de clorofila e rendimento de gréos (Vantoai et
al., 2001). Entretanto, Zhou (2010) afirma que entre os diferentes critérios de
selecédo de genotipos que podem ser utilizados, a clorose da folha tem sido um

dos melhores indices usados para diversas culturas.

2.3.3 Genética da tolerancia ao encharcamento

A variabilidade genética para tolerancia a hipoxia ocorre em diversas
espécies, como arroz (Setter et al., 1997), soja (Vantoai et al., 1994), trigo
(Boru et al., 2001) e milho (Lemkekeyes & Sachs, 1989; Sachs et al., 1996;
Subbaiah & Sachs, 2003). No caso do arroz, Setter et al. (1997) sugeriram que
um gene para um fator de transcricdo poderia estar envolvido na expressao de
uma cascata de multiplos genes que conferiam a tolerancia a submergéncia.

Para trigo, Boru et al. (2001) indicaram que a tolerancia ao encharcamento €



18

um carater quantitativo. Zhou (2010) também afirmou que a tolerancia ao
encharcamento pode ser considerada um carater quantitativo e com
herdabilidade estimada em mais de 70%. Entretanto, Sachs et al.(1996)
verificaram que a acdo génica da tolerancia ao encharcamento era de
dominancia com poucos genes governando a manifestacdo do carater.
Segundo Subbaiah & Sachs (2003), resultados de cruzamentos entre os
genatipos tolerantes a hipoxia com a linhagem sensivel (Mo20W) e a linhagem
(B73Ht) normal mostraram que a caracteristica de tolerancia era dominante,
apresentando segregacao simples.

Reyna et al. (2003) afirmaram que o melhoramento para tolerancia a
estresses controlado por multiplos genes é dificil devido a baixa herdabilidade,
variabilidade entre tratamentos e dificuldade de avaliar um grande namero de
progénies no campo ou em casas de vegetacdo. Devido a isso, a selecdo
assistida por marcadores poderia ser util. Loci de caracteres quantitativos
(QTLs) para tolerancia ao encharcamento tém sido detectados em arroz (Xu &
Mackill, 1996), soja (Vantoai et al., 2001) e milho (Silva et al., 2005). Silva et al.
(2005) indicaram que genes para a tolerancia ao encharcamento do solo
apresentavam expressdes distintas nas raizes e na parte aérea das plantas.
Entretanto, este € um carater que ainda precisa ser melhor analisado, devido
aos diferentes métodos e gendtipos estudados pelos varios autores.

Mecanismos transcricionais e pds-transcricionais tém sido atribuidos no
controle nuclear da expressdo génica em resposta a submergéncia e ao
estresse por encharcamento do solo (Zhang et al., 2008). Dados de
transcriptoma tém mostrado que os niveis de expressdao de um numero de

genes sdo alterados em células de raizes submersas. Estes genes estdo
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envolvidos em processos bioquimicos, celulares e fisiolégicos, incluindo
glicdlise, metabolismo de energia, metabolismo de lipideos, transducdo de
sinal, transcricdo de DNA, biossintese de proteinas e digestdo, componentes
celulares e fotossintese (Zhang et al., 2008). Bailey-Serres e Chang (2005)
indicam que o0s genes que sao induzidos por anoxia e hipoxia sao
extremamente diversos e incluem proteinas envolvidas no catabolismo de
carboidratos, glicélise, fermentacdo, metabolismo de lipideos, sintese de
etileno, processos mediados por auxina, melhoria de EROs, célcio, transducéo
de sinal mediada por EROs e transcricdo génica.

A maioria dos genes descritos que sdo induzidos por hipoxia ou anoxia
codificam enzimas do metabolismo glicose-fosfato (principalmente glicolise e
fermentacao) apresentando assim, uma limitada producédo de energia em face
de um limitado fornecimento de oxigénio (Subbaiah & Sachs, 2003). Entretanto,
alguns autores descobriram alguns genes com funcdo fora do caminho
glicolitico, como o gene aie (anaerobically inducible early) em arroz (Huq &
Hodges, 1999) e xetl (xyloglucan endotransglycosylase) em milho (Saab &
Sachs, 1995; 1996).

A producao de plantas cultivadas que possam combinar altos rendimentos
de grdos com aumento fenotipico da tolerdncia ao encharcamento, usando
ferramentas e técnicas de melhoramento classico, tem sido um importante
objetivo h&4 décadas (Agarwal & Grover, 2006). Entretanto, a experiéncia
adquirida até agora é que esta € uma situagdo extremamente complexa por
diferentes razbes. Primeiro, 0 encharcamento do solo parece ser um estresse
com muitos fatores que envolvem uma mistura entre varios elementos bioticos

e abidticos. Segundo, diferentes grupos de pesquisa pelo mundo tem usado
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mecanismos variados para submeter as plantas ao encharcamento e acessar a

sua performance (Agarwal & Grover, 2006).



3 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram realizados nas estufas do Departamento de Plantas
de Lavoura da Faculdade de Agronomia da UFRGS. O solo de varzea utilizado
em todos os experimentos, classificado como gleissolo, foi proveniente do
Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA), localizado em Cachoeirinha — RS,
sendo coletados em torno de 5m?® de solo em 2008. Sub-amostras deste solo
foram separadas conforme recomendacgfes técnicas de analise de solo e
encaminhadas para o Laboratério de Analise de Solo da Faculdade de
Agronomia da UFRGS.

O laudo completo de analise de solo pode ser visto no Anexo 1. Este
solo é classificado como gleissolo devido a grande quantidade de argila
encontrada pela analise de solo (Tabela 1). Os gleissolos sao caracterizados
também por apresentarem um horizonte com cores cinzentas (horizonte glei),
imediatamente abaixo do horizonte A, ou que comeca dentro de 50 cm da
superficie, indicativo de formagdo em ambiente de reducdo devido a saturacao
por agua durante um longo periodo do ano. Sua textura € média ou argilosa em
todos os horizontes, ndo apresentando horizonte B textural associado a
mudanca textural abrupta, o que os diferencia dos Planossolos (Embrapa,
1999). A anadlise do solo coletado no IRGA mostrou um alto teor de argila, pH

acido e baixa quantidade de matéria organica (Tabela 1). Além disso,
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apresentou um baixo teor de fésforo, teor médio de potassio, alta CTC, muito
baixa saturacdo por bases, alta saturacdo por aluminio, dentre outras
caracteristicas. Este solo pode ser considerado um solo pobre em
caracteristicas de fertilidade, necessitando adubacdo para um melhor
rendimento das culturas implantadas.

TABELA 1. Resultados da analise quimica do solo coletado no IRGA no ano de
2008. Laboratoério de Analises — Departamento de Solos/UFRGS.

Argila pH indice P K M.O. Al
% H,O SMP mg.dm® mg.dm3 % cmol.dm™
50 4,7 5,2 4.4 50 1,6 1,4
Ca Mg Al+H CTC % SAT %SAT  Relagao
cmol.dm® cmol.dm® cmol.dm® cmol.dm® BASES Al Ca/Mg
1,0 0,6 10,9 12,7 14 44,4 1,7
Relacdo Relacgao S Zn Cu B Mn
Ca/K Mg/K mg.dm® mg.dm® mg.dm® mg.dm® mg.dm?
8 4,7 21 0,9 0,4 0,2 12

A variabilidade genética foi estudada através de 105 gendétipos de milho,
distribuidos em diferentes tipos de variedades, hibridos, variedades de

polinizacdo aberta e variedades crioulas (Tabela 2).

3.1 Estudo 1: Selecao de gendtipos de milho ao ench  arcamento
do solo

Este experimento teve como finalidade a avaliagdo de germoplasma
para o carater tolerancia ao encharcamento do solo, sendo realizado em
outubro de 2008. A semeadura foi feita em potes de plastico com 8 cm de
altura e 10 cm de diametro. Os potes foram furados na base para permitir a
drenagem da agua antes do encharcamento e a irrigacao por capilaridade nos
vasos submetidos a saturacédo do solo. Foram semeadas quatro sementes por

pote, a uma profundidade de dois a trés centimetros. Foi feito um desbaste em
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torno de 15 dias apds a emergéncia, restando duas plantas em cada pote,

sendo este a parcela experimental.

TABELA 2. Relacdo empresas fornecedoras, tipos de variedades e genaétipos
de milho avaliados.

Empresa Tipo de milho Gendtipos

fornecedora

PIONEER Hibrido 30B30, 30F36, 30F53, 30F80, 30P34, 32R48,

SEMENTES P3232, P3063

SYNGENTA Hibrido Cargo, Garra, Impacto, Maximus, Férmula,

SEEDS Penta, Somma, Traktor, Master, Premium

AGROESTE Hibrido AS32, AS523, AS3466, AS1565

EPAGRI/SC Variedade de SC 003, SC 004, SC 006, SC 009, SC 011,
polinizacdo aberta SC 012, SC 013, SC 017, SC 018, sSC 021,

SC 050, SC 099, SC 100, SC 103, SC 104,
SC 105, SC 107, SC 108, SC 110

FEPAGRO/RS Variedade crioula Brs Missdes, Bico De Ouro, Amareldo
Comum, Ferro, Cabo Roxo, Amareldo, Cateto
Fe265, Cpact Sint 2000 Flint, Colonial(Sta
Eulalia), Dente De Céo, Cpact Sint 2000 Dent,
Ca 4003, Palha Roxa, Tupi Laranja, Cpact
2004-9, Cerrito Velho, Caiano Roxo,
Farinaceo Amarelo, Agoriano Branco, Alta 25,
Cpact 2004-11, Cepaf 2, Tupi Laranja,
Saracura, Oito Carreiros, Brs Planalto, Roxo
indio, F35 Fundacep, Pampa, Al Alvorada, Al
30/40, Quarentino, Grand Roux Amarelo,
Dente De Ouro, Fundacep 20033, Ajuricaba,
Brasino, Vermelh&o, Caiano Branco, Cpact
2004-04, Brancao, Fundacep 20032, Colonial
Vermelho, Oito Carreiras Amarelo, Tupi
Amarelo, CA 4002

FEPAGRO/RS Variedade melhorada RS 20, RS 21, RS 22, RS Pagnonceli

. . Oito Carreiras Branco, Bagualdo, Branco C82,
EMBRAPA Variedade crioula Caiano Rajado, Colonial (Sta Euldlia), Cunha,
Al Ipiranga, Al 25 Piratininga, Br 5202 Pampa,
F34 (Fundacep), Fundacep 49, SCS 154
Fortuna, CA 4001

As plantas foram regadas diariamente até o momento do
encharcamento. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com trés repeti¢cdes. Os genotipos foram submetidos a dois niveis
de alagamento do solo (solo saturado, com a lamina de agua em torno de cinco

centimetros abaixo do nivel do solo, e solo inundado, com a lamina de agua a
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dois centimetros acima do solo) (Figura 1). O tratamento com solo saturado foi
realizado dentro de bandejas de 16 L de capacidade com dimensdes de
69x33x9 cm (comprimento x largura x altura), e o com solo inundado em
bandejas de 45 L de capacidade com dimensdes de 67x44x19 cm. A agua
destilada foi utilizada no encharcamento para evitar possiveis influéncias ou
contaminacdes por elementos biolégicos e minerais. O alagamento foi
realizado quando as plantas estavam no estadio de desenvolvimento
vegetativo V3 (Ritchie & Hanway, 1989). N&o foi feito nenhum tipo de adubacéo
nas plantas e o controle de insetos e plantas daninhas foi feito manualmente.

As cortinas da estufa eram abertas diariamente pela manha e fechadas a tarde

para que a temperatura ficasse mais proxima da do ambiente.

- %,

FIGURA 1. Experiménto 1 da selecéo de genétipds de milho ao encharcamento
do solo. A) Solo saturado; B) Solo inundado. UFRGS, Faculdade de
Agronomia, outubro de 2008.

A concentracdo de oxigénio no meio alagado foi avaliada por meio de
oximetro marca Digimed e modelo DM-4P; o pH por potencibmetro marca
Digimed e a temperatura através de seis termdmetros de maxima e minima
espalhados pelo experimento dentro das bandejas. Antes do inicio das

medicdes, o oximetro e o potencidmetro foram calibrados conforme normas do
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fabricante. Para a medicdo da concentracdo de oxigénio, o aparelho era ligado
e ficava 12 minutos em espera para auto-estabilizacdo e entdo ficava pronto
para medicdo. Cada medi¢cdo durou em torno de cinco minutos. Tanto o pH
quanto a concentracdo de oxigénio foi medida dentro de cada pote contendo
solo. A medicao feita dentro dos potes foi possivel devido a um tubo permeavel
instalado na vertical no centro do pote, o que permitia 0 acesso a solucao do
solo (Figura 2). Alguns potes continham plantas semeadas (tratamento com
planta) e outros apenas o solo (tratamento sem planta) para verificar a
influéncia das plantas na concentracdo de oxigénio e no pH do meio. As
medicdes foram feitas diariamente, desde o inicio do encharcamento até o
altimo dia do experimento, totalizando 15 dias no primeiro e oito dias no
segundo experimento. As notas foram atribuidas aos genoétipos no final do
experimento de acordo com o nivel de estresse de cada planta. A escala de
notas utilizada foi de um a trés, com variacdo de 0,5. Assim, foram utilizadas
cinco notas (1; 1,5; 2; 2,5 e 3). As plantas que se mantinham mais sadias, mais
verdes, com o fendtipo mais proximo de uma planta que nédo sofreu o estresse
(testemunha) recebiam nota um. Essa nota aumentava conforme as plantas se
apresentavam mais debilitadas, com senescéncia de folhas e perda de
clorofila, chegando ao maximo de nota trés (Figura 3).

Os dados de concentracao de oxigénio e pH foram submetidos a analise
de variancia e, em caso de significancia dos efeitos simples ou interacdes pelo
teste F , foi realizada a analise complementar das médias dos tratamentos pelo
teste de Tukey com 5% de probabilidade do erro experimental, pelo software

SAS (SAS, 1989).
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FIGURA 2. Bandeja com encharcamento em solo inundado, mostrando a
presenca dos tubos para medicdo da concentracdo de oxigénio e
pH, e os aparelhos medidores (oximetro e potencibmetro).

FIGURA 3. Plantas demonstrando a escala de notas utilizada. A) Nota 1; B)
Nota 2; C) Nota 3.

Este experimento foi repetido em fevereiro de 2009, tendo por objetivo
verificar a influéncia das condicbes de ambiente do meio nos resultados
anteriormente obtidos. Os tratamentos e procedimentos foram exatamente

iguais em ambas as épocas de avaliacao.
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3.2  Estudo 2: Concentracdo de nutrientes em genotip  0s
contrastantes

3.2.1 Experimento 1

Este experimento foi conduzido em junho de 2009, em outra estufa do
Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS. Essa estufa era menor e de
vidro, possibilitando a manutencdo de uma maior temperatura ambiente na
época do ano avaliada. Neste experimento foram utilizados seis gendtipos de
milho, trés genatipos classificados como tolerantes (Férmula, Agoriano Branco
e Caiano Branco) e trés sensiveis (30B30, 30F36 e Somma). Somente 0 nivel
de alagamento com o solo inundado foi empregado. A finalidade deste
experimento era observar a possivel absorcao diferencial de nutrientes pelos
genotipos contrastantes. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado. O experimento contou com trés repeticdbes sob
inundacdo mais uma testemunha sem alagar. A parcela experimental, como
nos trabalhos anteriores, era um pote de dimensdes ja mencionadas com duas
plantas. O experimento durou 16 dias, e terminava quando a maioria das
plantas se encontrava debilitada, fragil e com as folhas secas. Ao final do
experimento a parte aérea das plantas foi coletada, ensacada em sacos de
papel e levada ao Laboratério de Analise de Solos da Faculdade de Agronomia
da UFRGS, onde foi feita a analise de tecido para macro (nitrogénio, fosforo,
potassio, calcio, magnésio e enxofre) e micronutrientes (boro, ferro, manganés,
sédio, cobre e zinco).

Os dados obtidos da analise de tecidos também foram submetidos a

analise de variancia e separacédo de médias pelo teste de Tukey.



28

3.2.2 Experimento 2

Este experimento foi realizado em marco de 2010, na mesma estufa
onde foram realizados os dois primeiros experimentos. Foram analisados
somente dois genotipos (Férmula e 30F36), sendo um considerado tolerante e
outro sensivel ao encharcamento do solo, respectivamente. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro repeticdes.
Neste experimento, foram adicionados aeradores nas bandejas, além de uma
solugdo contendo nitrogénio na forma de sulfato de aménio ((NH4)>SO4) na
concentracdo de 1 mol.L? (Figura 4). Os aeradores foram utilizados para
verificar a influéncia do oxigénio na absorcdo ou toxicidade dos nutrientes
absorvidos pelas plantas. O nitrogénio foi acrescentado no meio com a
finalidade de analisar a influéncia deste nutriente na forma de amonio na
absorcao de outros elementos, conforme estudo realizado por Thomas e Sodek
(2005).

Os tratamentos avaliados foram: solugdo com nitrogénio e com aeracao,
com nitrogénio e sem aeracao, sem nitrogénio e com aeracao e sem nitrogénio
e sem aeracao. Foi avaliada somente a concentracdo de oxigénio no meio
alagado, conforme descrito anteriormente. A analise de tecido feita pelo
Laboratorio de Analise de Solo da UFRGS e também uma analise de nitrogénio
no meio alagado, nas formas de nitrato e amonio, por destilagéo e titulacao
(Tedesco et al., 1995).

A andlise estatistica dos resultados foi realizada conforme descrito

anteriormente.
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FIGURA 4. Experimento 2 da concentracdo de nutrientes em genotipos
contrastantes. UFRGS, Faculdade de Agronomia, junho de 2009.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo 1: Selecao de gendtipos de milho toleran  tes ao
encharcamento do solo

O milho apresenta variabilidade genética para tolerancia ao
encharcamento do solo (Lemkekeyes & Sachs, 1989; Sachs et al., 1996; Silva
et al., 2007). No presente trabalho foram avaliados 105 gendtipos, sendo 22
hibridos, 19 variedades de polinizacdo aberta, 59 variedades crioulas e quatro
variedades melhoradas pela FEPAGRO. A variabilidade genética dos genotipos
em relacédo a tolerancia ao encharcamento do solo foi avaliada pela conducéo
de um experimento utilizando dois niveis de encharcamento do solo, um mais
brando (solo saturado) e outro mais severo (solo inundado). Primeiramente,
acreditava-se que as plantas ndo suportariam o nivel mais drastico de
encharcamento testado. Entretanto, esse foi o tratamento que mais diferenciou
0S genotipos, separando-os em classes distintas, diferente do tratamento com
solo saturado, em que as plantas tenderam a se igualar no comportamento. Na
atribuicdo de notas, houve uma distribuicdo dos genoétipos entre as classes
tolerante, intermediario e sensivel, com alguns gendtipos se destacando

(Tabela 3).
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TABELA 3. Numero de gendtipos encontrados em cada classe, nos dois niveis
de encharcamento do solo (solo saturado e solo inundado).
UFRGS, outubro de 2008 e fevereiro de 2009.

Classe Outubro Fevereiro
Saturado Inundado Saturado Inundado
Tolerante 07 02 05 -
Intermediario 79 83 94 24
Sensivel 19 20 06 81

Os gendtipos foram avaliados no estadio V3 (Ritchie & Hanway, 1989),
baseado em um estudo realizado por Zaidi et al. (2004). Neste trabalho, os
autores afirmaram que o dano devido ao excesso de umidade no solo poderia
variar significativamente com o estadio de desenvolvimento da planta, sendo os
genodtipos mais suscetiveis na fase de plantula, seguidos do estadio de
pendoamento. Desta forma, o estresse submetido nos estadios iniciais de
desenvolvimento pode prever um desempenho tolerante da planta sob estresse
nos estadios subsequentes.

A variabilidade genética entre o germoplasma testado foi elevada, uma
vez que 0s genotipos eram provenientes de diferentes locais e empresas
produtoras de sementes. Desta forma, era esperado que dentre todos eles
algum ou alguns se sobressaissem em relacdo a tolerancia. Um dos genotipos
gue mais se destacou foi um hibrido (Férmula) liberado para os agricultores
recentemente. Informacdes sobre o germoplasma desse hibrido ndo sé&o
publicas. Duas variedades crioulas (Agoriano Branco e Caiano Branco) também
mereceram destaque por apresentarem um alto grau de tolerancia dentre os
genotipos testados. Variedades crioulas sao importantes fontes de
germoplasma para o melhoramento de milho (Pressoir & Berthaud, 2004).
Entretanto, um dos principais fatores limitantes do uso dessas variedades em

programas de melhoramento é o receio de que a variabilidade genética em vez
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de melhorar caracteres especificos possa contribuir para piorar a média de
caracteres agrondémicos importantes ja fixados nas variedades comerciais, tais
como precocidade, estatura de planta e rendimento de graos (Wietholter et al.,
2008).

Um aspecto importante na avaliagdo da tolerancia ao encharcamento
observado neste estudo foi a temperatura ambiente. A primeira avaliacdo de
genatipos foi realizada durante o més de outubro, com temperaturas variando
de 10 a 45C. Wang et al. (2009) indicaram que temperaturas mais elevadas
poderiam causar um dano maior para genétipos de grama-azul (bluegrass) em
condi¢cbes de encharcamento de solo. Assim sendo, 0 mesmo experimento foi
repetido em fevereiro com temperaturas mais elevadas, variando de 16 a 48<C.
De maneira geral, os genotipos se comportaram de uma maneira mais
semelhante na época outubro (temperaturas mais amenas).

Em relacdo ao nivel de agua, ndo houve diferenca entre 0os genotipos
quando o solo foi saturado. Quando conduzido em fevereiro, houve uma maior
diferenciacdo dos genotipos, fato também observado no nivel mais drastico de
alagamento do solo (solo inundado). No entanto, alguns genétipos se
destacaram nas duas épocas de avaliacao, entre eles o genoétipo Férmula, que
mereceu destaque por ser tolerante em quase todos os tratamentos, com
excecao do nivel inundado na época fevereiro, a qual ndo evidenciou nenhum
genotipo tolerante (Tabela 3). Os gendtipos sensiveis foram observados em
maior numero nas condi¢des avaliadas no presente estudo, sendo que 30B30,
30F36 e Somma revelaram sempre sensibilidade alta nos ambientes avaliados.
A média das notas na primeira época de conduc¢do do experimento e no nivel

de solo saturado foi de 1,96, variando de 1 a 3, ja no solo inundado foi de 1,99,
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também variando de 1 a 3. Na segunda época, o nivel saturado do solo obteve
média de notas de 1,82, variando de 1 a 3, e o nivel de solo inundado obteve
média de 2,71, variando de 2 a 3.

Também foram avaliadas as linhagens contrastantes R2 - CT954330
(tolerante) e S5 - CT966200 (sensivel) cedidas pela Embrapa, as quais nao
demonstraram uma diferenga visual marcante. Silva et al. (2006), avaliando as
mesmas linhagens, observaram valores significativamente maiores para o0s
caracteres matéria seca de raiz e de parte aérea na linhagem R2, considerada
como tolerante. A nao observacdo de diferencas entre as linhagens no
presente estudo deve-se, provavelmente, ao fato de o método de
encharcamento utilizado neste trabalho ser diferente daquele empregado por
Silva et al. (2006). Em sua andlise, os referidos autores avaliaram as linhagens
em outro tipo de solo, ndo classificado, no periodo de julho a setembro, com
temperaturas minimas de 25C. A semeadura foi feita em copos plasticos, com
10,5 cm de altura e 200 ml de capacidade, e foi colocada uma lamina de agua
de 4 cm, ficando abaixo da metade do copo, na maioria do periodo de
conducdo do experimento, aumentando para 12 cm por duas vezes durante
quatro dias. Além disto, no presente trabalho os gendtipos foram avaliados com
a atribuicdo de uma nota visual, devido ao fato de os genoétipos apresentarem
grande divergéncia genética, diferente de Silva et al. (2006), que analisaram
somente linhagens. A ampla divergéncia observada nos gendtipos avaliados
neste estudo impossibilita a distingdo dos mesmos por métodos quantitativos,
pois ha uma diferenciagdo em relacdo ao comportamento dos genotipos em
aspectos como heterose, vigor inicial, temperatura base, tamanho da semente

entre outros.



34

4.2  Efeito da temperatura sobre o estresse provocad o pelo

encharcamento do solo

A tolerancia ao encharcamento do solo € um carater de avaliacdo
complexa em condi¢cdes de campo. E dificil controlar as varia¢cées do ambiente
e fazer com que somente o encharcamento do solo per se aconteca. Variagdes
ambientais relacionadas a temperatura (Wang et al., 2009), salinidade (Barrett-
Lennard, 2003; Colmer & Greenway, 2011) e fertilidade do solo (Ranno et al.,
2007), por exemplo, podem influenciar de maneira significativa o
comportamento dos genoétipos quando submetidos ao estresse por
encharcamento do solo.

No presente trabalho, houve uma forte influéncia da temperatura na
manifestacdo do carater tolerancia ao encharcamento do solo. Diversos
trabalhos vém sendo realizados para estabelecer critérios de avaliacdo desse
carater em diferentes espécies vegetais. Os resultados obtidos dependem

fortemente da profundidade e duracdo da submergéncia, idade da planta e

M-

temperatura da agua (Agarwal & Grover, 2006). A concentracdo de oxigénio

([N

rapidamente reduzida quando um solo € alagado e a razdo dessa reducao
maior quando a temperatura do solo aumenta (Drew, 1997). Em um estudo
feito com grama-azul, Wang et al. (2009) verificaram que o0 encharcamento
induzido com altas temperaturas tinha efeitos mais severos no crescimento das
folhas e nos carboidratos solUveis da raiz em comparagdo ao realizado em
temperaturas amenas, o que poderia estar associado com um rapido declinio

nas funcdes normais da raiz em solos umidos e quentes.
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Desta forma, um experimento para analisar estes efeitos foi
estabelecido. A andlise de variancia indicou que os efeitos do nivel de agua,
dia e a presenca ou ndo de plantas no meio, assim como suas interacdes
foram significativas para a concentracéo de oxigénio e o pH da solucédo do solo
(Tabela 4).

TABELA 4. Resumo da analise de variancia para os caracteres oxigénio e pH
nas duas épocas de conducao do experimento.

Causas de Variacao GL Oxigénio pH
Epoca 1 123,17 ** 6,29 **
Dia (Epoca) 22 32,45 ** 0,89 **
Nivel Agua (Epoca) 2 6,32 * 0,81 **
Planta (Epoca) 2 73,03 ** 5,03 **
Dia*Nivel Agua (Epoca) 22 4,02 ** 0,15 **
Dia*Planta (Epoca) 22 4,39 ** 0,09 *
Nivel Agua*Planta (Epoca) 2 7,60 ** 0,85 **
Dia*Nivel Agua*Planta (Epoca) 22 3,88 ** 0,05

*Significativo a 5%; **Significativo a 1%.

A concentragdo média de oxigénio na primeira época de avaliacdo
(Outubro) foi de 3,10 mg.L™, sendo que na segunda época (Fevereiro) o valor
foi quase a metade (1,68 mg.L™). Provavelmente, a temperatura mais alta no
verao levou a uma maior taxa de respiragdo e a uma consequente elevagéo no
consumo de oxigénio pelas plantas e micro-organismos do solo. Sousa (2003),
analisando os niveis de oxigénio em soja, encontrou valores de 0,4 mg.L™ de
oxigénio apoOs oito horas de hipoxia. Thomas & Sodek (2006), em um estudo
feito também com soja em ambiente alagado, encontraram niveis de
concentracdo de oxigénio de 0,7 mg.L™ no primeiro dia de experimento,
chegando a 0,4 mg.L™ no quinto dia. No presente estudo, foram encontradas
concentracdes de oxigénio de até 0,27 mg.L™" no 16°dia em outubro e de 0,21

mg.L™ no oitavo dia em fevereiro.
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Em solos alagados, a correcdo da acidez acontece naturalmente como
consequéncia do processo quimico de reducdo do solo. A partir desta e de
outras reacdes de reducdo que ocorrem no solo alagado, modificam-se os
valores do pH e aumenta a disponibilidade de alguns elementos como ferro e
manganés (Ponnamperuma, 1983). No presente experimento, o pH era de 4,7
em solo seco e aumentou quando o solo foi alagado. Da mesma forma, houve
variacdo conforme a época do experimento, sendo que a média para outubro
foi de 5,49 e a de fevereiro foi de 5,82.

A presenca de plantas nos vasos influenciou nos niveis de oxigénio e pH
na solucdo do solo. Tanto para outubro, quanto para fevereiro, houve uma
maior concentracdo de oxigénio na presenca de plantas nos vasos (Tabela 5),
o contrario do que se esperaria, ja que as raizes das plantas e 0s micro-
organismos presentes no solo alagado consomem quase que a totalidade do
oxigénio disponivel (Ponnamperuma, 1983). O nivel de agua, por sua vez, s6
influenciou na concentracdo de oxigénio na época de fevereiro, nao
diferenciando na época de outubro. A época de fevereiro foi marcada por
temperaturas elevadas. Sousa et al. (2010) afirmaram que temperaturas entre
30 e 35T intensificam a atividade dos micro-organismos, aumentando o0
consumo de oxigénio e favorecendo o decréscimo do potencial redox do solo.

O maior nivel de oxigénio obtido em outubro foi no tratamento com
planta e com solo saturado, sendo diferente do tratamento com solo inundado
(Tabela 5). Na auséncia de plantas, nesta mesma época, ndo houve diferenca
na concentracdo de oxigénio nos dois niveis de alagamento do solo. Ja na
época fevereiro, houve diferenca na concentracdo de oxigénio na auséncia de

plantas em relacdo aos niveis de alagamento empregados, o que n&o
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aconteceu na presenca de plantas. O pH mais elevado foi obtido na época
fevereiro, na auséncia de plantas no meio e com o solo inundado, sendo
diferente dos demais tratamentos (Tabela 5). Na época outubro, o pH mais
elevado foi obtido na mesma situacdo de fevereiro, porém foi menor que esta
época. O solo inundado, por apresentar uma lamina de agua maior, tem mais
efeitos de reducédo quando comparado com o solo saturado, o que aumenta o
pH da solucdo do solo (Kozlowski, 1997). Com o alagamento do solo, o
ambiente quimico e biolégico é profundamente alterado em relacdo ao
anteriormente oxidado. Nessa condi¢do, apos consumo do oxigénio molecular,
micro-organismos anaerobios passam a utilizar compostos oxidados do solo,
inclusive 0os minerais, como receptores de elétrons (Ranno et al., 2007).

TABELA 5. Médias de concentracdo de oxigénio e pH na interagdo entre nivel

de agua e a presenca ou auséncia de plantas do meio analisado,
nas duas épocas de conducdo do experimento.

Nivel Agua

Saturado Inundado Média Saturado Inundado Média

Plantas Outubro Fevereiro

Oxigénio (mg.L™)

Auséncia 205 ¢t 245 ¢ 225 B 199 a 102 b 151 B
Presenca 433 a 364 b 399 A 228 a 182 a 205 A
Média 3,19 A 3,05 A 214 A 142 B

pH

Auséncia 556 b 585 a 571 A 578 b 6,12 a 59 A
Presenca 529 ¢ 528 ¢ 528 B 570 b 570 b 570 B
Média 542 B 557 A 574 B 591 A

1 Médias seguidas da mesma letra mindscula para efeitos de interagdo, e seguidas da mesma
letra mailscula para cada média, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade do erro experimental.

O experimento de outubro teve a duracdo de 16 dias, ocasido em que as
plantas se encontravam debilitadas devido ao estresse (Figura 5 A e B).
Quando realizado em fevereiro por sua vez, teve duracao de oito dias, metade

do tempo da época anterior (Figura 5 C e D), o que foi ocasionado
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provavelmente pela temperatura extremamente elevada durante o dia. Este
fato sugere que a temperatura tem uma influéncia negativa na sobrevivéncia

das plantas submetidas ao estresse por encharcamento do solo.

FIGURA 5. Genétipos de milho submetidos a condi¢éo de estresse hidrico nas
duas épocas de conducdo do experimento e nos dois niveis de
alagamento do solo: A) solo saturado, época outubro; B) solo
inundado, época outubro; C) solo saturado, época fevereiro; D)
solo inundado, época fevereiro.

Segundo Wang (2009), altas temperaturas aumentam a demanda da
planta por oxigénio e o aumento da respiracdo sob altas temperaturas e
reduzida disponibilidade de oxigénio em solos saturados pode causar danos
severos as plantas, mesmo num curto periodo de estresse. Huang et al. (1998),

analisando um tipo de graminea (turfgrass), encontraram redu¢cfes maiores na
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fotossintese, concentracdo de clorofila e viabilidade da raiz quando uma
reduzida aeragao do solo era combinada com temperatura elevadas.

Com o passar dos dias, os niveis de oxigénio e pH do meio foram
sendo modificados, sendo que a tendéncia foi do nivel de oxigénio cair e o pH
aumentar (Figuras 6 e 7, respecitvamente). A analise de regressao mostrou-se
linear na maioria das situacdes, sendo quadratica em apenas trés casos. A
concentracdo de oxigénio diminuiu, em média, 0,34 mg.L™ por dia em outubro
e 0,43 mg.L™ em fevereiro. Essa maior reducdo em fevereiro pode explicar a
duracdo menor do experimento conduzido nessa época, corroborando com
outros trabalhos que atribuem maior consumo de oxigénio sob alagamento em
associacado com altas temperaturas (Huang et al., 1998; Wang et al., 2009).

O pH aumentou em média 0,02 unidades por dia em outubro e 0,17 em
fevereiro. Pode-se constatar também que a temperatura, além de influenciar na
concentracdo de oxigénio, causou uma elevacao nos niveis de pH em uma
taxa mais rapida, neutralizando mais rapidamente o meio. Segundo Sousa et
al. (2010), o alagamento eleva o pH do meio até proximo a neutralidade. Assim
sendo, o pH de solos acidos tende a subir e o pH de solos basicos tende a cair

nesses ambientes.
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FIGURA 6. Andlise de regressao para os niveis de oxigénio em fungéo dos dias
de alagamento nas épocas outubro de 2008 (A) e fevereiro de 2009
(B). 11) solo saturado, sem plantas; 12) solo saturado, com plantas;
21) solo inundado, sem plantas; 22) solo inundado, com plantas.
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FIGURA 7. Andlise de regressao para os niveis de pH em funcdo dos dias de
alagamento nas épocas outubro de 2008 e fevereiro de 2009: 11)
solo saturado, sem plantas; 12) solo saturado, com plantas; 21)
solo inundado, sem plantas; 22) solo inundado, com plantas.
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De maneira geral, o alagamento do solo causou a reducado drastica no
nivel de oxigénio e a elevacao do pH, especialmente quando a temperatura foi
mais elevada. Dependendo dos objetivos da analise, o experimento pode ser
realizado em ambientes mais quentes ou mais frios. Quando conduzido em
temperaturas mais elevadas, ha uma maior diferenciacdo dos genotipos, sendo
possivel identificar mais claramente as plantas tolerantes e sensiveis. Em
temperaturas mais amenas, ha uma resposta mais modulada, os genétipos se
comportam de maneira mais semelhante. Sendo assim, quando o experimento
for conduzido no inverno, € importante aumentar o nivel de agua do solo, para

compensar a baixa temperatura e separar melhor os genaotipos.

4.3 Estudo 2: Concentracdo de nutrientes em genotip  0s
contrastantes

De acordo com o desempenho no primeiro experimento, 0s genotipos
Formula, Acoriano Branco e Caiano Branco foram escolhidos como
representantes tolerantes ao encharcamento de solo e os genétipos 30B30,
30F36 e Somma como sensiveis. Assim sendo, nos experimentos
subsequentes esses genadtipos foram analisados para o ajustamento de outras
variaveis ambientais. Da mesma forma, esses experimentos foram realizados
com o mesmo solo e com o nivel de alagamento mais drastico, o solo
inundado, por separar melhor os genoétipos. Este experimento foi conduzido
com o objetivo de verificar a absorcao diferencial de nutrientes por parte de
genotipos tolerantes e sensiveis, quando submetidos ao estresse por excesso
hidrico, e foi realizado em casa de vegetacdo, no més de junho, com

temperatura média minima de 10,5C e maxima de 38T .
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Os resultados indicaram diferenca entre os genétipos na absorcédo dos
elementos fosforo, potassio, magnésio, boro, ferro e zinco (Tabela 6). Na
comparacao de solo seco com solo inundado, a diferenca foi significativa para
a absorcao dos elementos nitrogénio, fosforo, potassio, boro e ferro, sendo que
houve interacédo significativa apenas para o elemento boro. O alagamento do
solo determinou a elevacéo drastica na concentracédo de ferro, e a diminuicédo
nos demais elementos (nitrogénio, fésforo, potassio e boro). Board (2008)
analisando soja sob alagamento encontrou uma diminuicdo nos niveis de
nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre, manganés e zinco. O
autor afirma que o nitrogénio, em especial, tem uma grande importancia na
perda de rendimento de grdos ocasionada pelo alagamento em soja. Do
contrario, Drew (1997) atribui um aumento nos niveis de fosforo, potassio,
cobre e ferro com a hipoxia, mas um decréscimo na biodisponibilidade de
nitrogénio, enxofre e zinco no crescimento das plantas.

TABELA 6. Resumo da analise de variancia para a concentracdo dos
elementos nitrogénio, fbsforo, potassio, calcio, magnésio,

enxofre, boro, ferro, manganés, sodio, cobre e zinco. UFRGS,
junho de 2009.

Variaveis Genotipo Solo Genoétipo X Solo  CV%
............................... Quadrado Médio.............cceevvvvnnnnn.

Nitrogénio 0,05 N° 0,18 * 0,04 N° 13,7
Fosforo 0,0002 ** 0,0003 ** 0,00001 N® 5,8

Potassio 0,074 ** 0,108 ** 0,012 N 8,6

Calcio 0,006 N° 0,0003 NS 0,006 NS 11,4
Magnésio 0,017 * 0,012 N® 0,007 N® 12,6
Enxofre 0,0003 NS 0,0002 NS 0,0001 NS 13,2
Boro 7,11 * 30,68 ** 10,18 * 11,5
Ferro 8753 * 191065 ** 6198 NS 21,9
Manganés 2289 N® 684 N° 1443 N3 17,8
Sédio 10436 NS 2544 NS 1137 NS 50,8
Cobre 0,158 N® 0,125 NS 0,158 N° 16,3
Zinco 113,02 * 21,12 NS 33,82 N 14,4

*Significativo a 5%; **Significativo a 1%; NS=N4&o Significativo
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O aumento nos niveis de ferro no solo ocasionado pelo alagamento foi
em torno de 330%, passando de 88 mg.kg™ para 295 mg.kg™’. Setter et al.
(2009) encontraram valores de quatro a seis vezes maior nos niveis de ferro
nas plantas alagadas em comparacdo com as nao alagadas. Os micro-
organismos anaerobios utilizam os compostos oxidados do solo como
receptores de elétrons no seu metabolismo, obedecendo a uma sequéncia, em
funcdo da afinidade dos compostos em receber elétrons, sendo que o primeiro
elemento a ser utilizado é o nitrato, seguido de 6xidos de manganés, oxidos de
ferro e por ultimo sulfatos (Sousa et al., 2010). Assim, ha um aumento nos
teores de ferro na solucdo do solo devido a sua reducéo, passando de Oxido
férrico (Fe*®) a éxido ferroso (Fe*?), com consequente aumento na solubilidade
deste elemento (Sousa et al., 2010).

O fosforo foi ligeiramente mais absorvido pelos gendtipos tolerantes
(Tabela 7). Este elemento ndo esta diretamente envolvido nas reacdes de
oxidacdo e reducdo em solos alagados, mas devido a sua reatividade com os
compostos que sdo passiveis de reducdo, seu comportamento é
profundamente afetado pelo alagamento (Sousa et al., 2010).

TABELA 7. Concentracdo dos nutrientes nitrogénio (N), fésforo (P), potassio
(K), célcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S), em % (m/m),

encontrados nos tecidos (parte aérea) dos genodtipos submetidos
ao alagamento do solo.

Gendtipo N P K Ca Mg S

Férmula 1,10 0,106 a* 1,06 b 0,62 0,53 0,11"°
Acoriano Branco 103 0,086 b 136 a 049 038 b 0,09

Q

Caiano Branco 1,33 0,101 a 098 b 0,57 0,55 a 0,11
30B30 1,27 0,085 b 1,33 a 0,54 0,57 a 0,12
30F36 1,31 0,086 b 1,12 b 0,56 0,59 a 0,11
Somma 1,36 0,086 b 1,06 b 0,60 0,55 a 0,11

1 Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade do erro experimental. NS = N&o Significativo
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N&do houve uma diferenciacdo clara entre gendtipos tolerantes e
sensiveis na absor¢cdo dos micronutrientes (Tabela 8). Diversos autores ja
observaram um aumento nos teores de ferro na planta quando submetida ao
encharcamento do solo (Ponnamperuma, 1983; Drew, 1997; Kozlowski, 1997;
Setter et al., 2009). Em plantas, o estoque de ferro é realizado pela ferritina,
uma classe de proteinas multiméricas localizada no cloroplasto, apta a
armazenar centenas de atomos de ferro dentro de sua cavidade central (Motta
et al.,, 2001). A ferritina é controlada pelo desenvolvimento da planta e, em
folhnas maduras, é induzida por uma sobrecarga de ferro na ordem de 40 a 50
vezes. A diferenca entre uma planta tolerante e uma sensivel ao
encharcamento do solo pode estar na capacidade da ferritina em armazenar ou
estocar quantidades grandes de ferro em um menor periodo de tempo, néo
permitindo que ocorra a toxicidade.

TABELA 8. Concentracdo dos nutrientes boro (B), ferro (Fe), manganés (Mn),

sédio (Na), cobre (Cu) e zinco (Zn), em mg.kg™, encontrados nos
tecidos dos gendtipos submetidos ao alagamento do solo.

Gendtipo B Fe Mn Na Cu Zn

Formula 15,00 a' 2432 ab  204™ 99" 25 4116 abc
Acoriano Branco 12,33 bc 115,3 c 148 100 2,0 32,50 C
CaianoBranco 14,33 ab 1532 bc 224 114 1,8 3466 bc

30B30 13,50 a 210,7 ab 222 238 2,1 44,00 ab
30F36 12,16 bc 254,2 a 209 69 2,0 36,50 bc
Somma 10,83 c 172,7 abc 202 128 2,0 48,66 a

1 Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade do erro experimental. NS = N&o Significativo

N&o foi observada uma diferenca significativa na absorcdo de sddio
pelas plantas provavelmente devido ao alto coeficiente de variacdo da analise
(50,8%). Entretanto, outros autores ja atribuiram um aumento nos niveis deste

nutriente e também nos niveis de cloreto (ClI) em condi¢cbes de alagamento,
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principalmente em regides salinas (Barrett-Lennard, 2003; Colmer & Greenway,
2011). As analises do tecido das plantas néo incluiram a determinacdo de
cloro. Barret-Lennard (2003) atribui que o aumento nas concentracfes de sodio
e cloreto no caule das plantas submetidas ao encharcamento do solo pode ser
explicado devido ao decréscimo nas taxas de crescimento da parte aérea
nesse tipo de ambiente. As concentracfes que tornam o sédio toxico as células
ou as plantas ndo sdo bem definidas (Munns & Tester, 2008). Entretanto, a
tolerancia de uma planta a este nutriente em excesso pode estar associada a
um eficiente sistema de excrecdo, ou a um aumento no tamanho da célula
devido a um aumento no volume do vacuolo (Munns & Tester, 2008). Colmer &
Greenway (2011) afirmam que um fator chave que limita a tolerancia ao
encharcamento do solo em culturas de sequeiro como trigo, cevada e milho € o
mau funcionamento das raizes, principalmente no que diz respeito a absorcéo
e ao transporte de ions. Ainda, Barret-Lennard (2003) sugere que o0
alagamento (hipoxia) afeta a seletividade da membrana e o transporte de
nutrientes.

ApoOs a analise de tecido realizada e verificada a absorcao diferencial de
nutrientes pelos genaotipos, permaneceu a questao da influéncia do oxigénio
sobre a absor¢cdo dos nutrientes pelas plantas, o que poderia acarretar na
diminuicdo da toxicidade causada por alguns elementos presentes em
guantidades elevadas. Assim sendo, o préximo experimento foi realizado com a
colocacao de aeradores no meio, ou na solucéo do solo, para ver a influéncia
do oxigénio na absor¢cédo e toxicidade dos nutrientes as plantas. Também foi
acrescentado nitrogénio na solucdo do solo, para verificar a influéncia deste

elemento na absorcao de outros nutrientes.
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A presenca de aeradores no meio diferenciou os niveis de amonio e
nitrato na solucéo do solo na analise feita para este experimento (Tabela 9). Ja
a presenca de nitrogénio so influenciou nos niveis de amonio da solucdo do
solo. A analise de tecido mostrou que 0s genotipos absorvem de maneira
diferente os nutrientes ferro e sodio, sendo que a presenca de aeradores
também influenciou o comportamento dos mesmos (Tabela 9). Ja a presenca
de nitrogénio no meio foi importante somente na absorcdo de ferro, néo
influenciando a absorcao de sodio pelas plantas.

TABELA 9. Resumo da andlise de variancia para os caracteres amoénio (NHz"),

nitrato (NO3") e oxigénio (O;) na solucao do solo e ferro (Fe) e sodio
(Na) no tecido das plantas.

CV GL NH4 NO3 O, Fe Na
Aeracao (A) 1 197 ** 129,77 * 0,84 67344 ** 286524 **
Dia (D) 7 - - 4,39 ** - -
Gendtipo (G) 1 - - - 164738 ** 143380 **
Nitrogénio (N) 1 9840 ** 10,03 0,001 33540 * 24310
D*A 7 - - 0,28 - -

G*A 1 - - - 1176 81608 *
A*N 1 105 * 3,64 0,002 20910 27378
D*N 7 - - 0,12 - -

G*N 1 - - - 131328 ** 41328
G*A*N 1 - - - 7080 28084
D*A*N 7 - - 0,12 - -

*Significativo a 5%; **Significativo a 1%; NS=N4&o Significativo

Em relacdo ao nivel de oxigénio na solucdo do solo, este ndo sofreu
influéncia dos aeradores nem da adicdo de nitrogénio no meio, somente se
comportou de maneira diferente no decorrer dos dias (Figura 8). Os niveis de
oxigénio no solo cairam drasticamente nas primeiras 24 horas de inundacgéo. A
camada de agua superficial dificulta a entrada de oxigénio do ar no solo. Em
poucas horas 0s micro-organismos aerdbios consomem todo o oxigénio que ha

no ar do solo ou dissolvido na solugcédo, sendo que geralmente apos 24 horas
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de alagamento, todo o oxigénio é consumido na camada reduzida do solo

(Camargo & Tedesco, 2004).
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FIGURA 8. Concentracdo de oxigénio (mg.L™") durante os oito dias de
avaliacao do experimento. UFRGS, marco de 2010.

Os niveis de nitrato e amonio na solugdo do solo foram diferenciados
pela andlise, e variaram conforme a adi¢cdo de nitrogénio e aeradores no meio
(Tabela 10). Os niveis tanto de nitrato quanto de aménio foram maiores na
presenca de aeradores e na adicdo de nitrogénio no meio. Entretanto, o nivel
de amonio foi quase oito vezes maior nesta mesma condi¢do, 0 que era
esperado devido a forma de nitrogénio adicionada ao solo conter amoénio na
formula ((NH4).SO,). Entretanto, em solos alagados ocorre um acumulo de
amonio, pois a auséncia de oxigénio interrompe a nitrificagdo do nitrogénio na
forma amoniacal (Sousa et al., 2010). Foi escolhida a adicdo de amdnio como
forma de nitrogénio neste trabalho devido a alguns estudos que afirmam que o
amonio causaria uma despolarizacdo de membranas, desregulando a absorgéo
de alguns nutrientes. Mak et al. (2006) indicaram que elevadas concentracdes

de amobnio no solo causaram uma substancial despolarizagdo e aumento na
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condutancia das células. Este fato sugere que a presenca de amodnio poderia

influenciar na absorcdo de alguns nutrientes, causando toxicidade as plantas.

TABELA 10. Médias dos niveis de amonio (NH,") e nitrato (NO3"), avaliados na
solugéo do solo inundado, na interacao entre adicao de aeracao e
de nitrogénio no meio. UFRGS, marco de 2010.

Nitrogénio Aerado Nao Aerado Média
Amobnio (mg.L™)
Com N 57,73 a' 4557 b 51,65 A
Sem N 299 c 1,10 c 2,05 B
Média 30,36 A 23,33 B
Nitrato (mg.L™)
Com N 7,29 a 0,65 bc 397 A
Sem N 4,75 ab 0,01 c 2,38 A
Média 6,02 A 0,33 B

1 Médias seguidas da mesma letra mindscula para efeitos de interacdo, e seguidas da mesma
letra mailscula para cada média, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade do erro experimental.

Segundo Camargo e Tedesco (2004), o composto oxigenado mais
facilmente reduzido (mais facil para os micro-organismos transferirem os
elétrons) é o nitrato, que se perde devido a desnitrificagcdo na camada reduzida
do solo alagado. Os baixos niveis de nitrato encontrados no presente estudo,
apesar da adicao de nitrogénio na forma de amonio, podem ser explicados pela
presenca da pequena camada oxidada que estd em contato com o ar,
conforme descrito por Sousa et al. (2010), onde o amoénio pode ser nitrificado.
Thomas e Sodek (2006) afirmaram que a presenca de nitrato durante a hipoxia
no cultivo de soja aumenta a tolerancia a esse estresse, 0 que nao acontece
guando a fonte de nitrogénio adicionada é o aménio. Contudo, a maioria das
espécies desenvolve sintomas de toxicidade quando cultivadas em solos com
moderada a alta quantidade de amoénio, enquanto que ha um crescimento
normal quando ha presenca de nitrato (Britto et al., 2001). Nesse aspecto, 0

que pode estar diferenciando uma planta sensivel de uma tolerante é a
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capacidade de detoxificar ou absorver em menor quantidade o aménio em
excesso presente no solo alagado.

Os niveis de ferro e sodio absorvidos pelos genotipos tolerante e
sensivel também foram modificados de acordo com a adicdo ou nao de
nitrogénio no meio (Tabela 11). O ferro foi mais absorvido pelo genotipo
tolerante na presenca de nitrogénio. O sodio, por sua vez, teve maior absorcao
no genotipo sensivel na auséncia de nitrogénio no meio. O teor de ferro no
tecido ndo pode ser utilizado para comparar toxidez entre plantas, visto que o
genotipo que apresentou os maiores teores deste elemento foi o tolerante. O
teor de ferro encontrado neste gendtipo apesar de alto, ndo causou dano a
planta de milho, provavelmente devido a ferritina, conforme ja discutido
anteriormente.

TABELA 11. Médias da concentracéo de ferro (Fe) e sédio (Na), analisados no

tecido das plantas, na interacdo entre gendtipo e nitrogénio.
UFRGS, marco de 2010.

f: Com Nitrogénio Sem Nitrogénio Média
Gendtipo T
Ferro (mg.g™)
Tolerante 605,12 a’ 412,25 b 508,68 A
Sensivel 333,50 b 396,87 b 365,18 B
Média 469,31 A 404,56 B
Sédio (mg.g™)
Tolerante 158,00 b 142,00 b 150,37 B
Sensivel 220,75 ab 347,75 a 284,25 A
Média 189,75 A 244,87 A

1 Médias seguidas da mesma letra mindscula para efeitos de interacdo, e seguidas da mesma
letra mailscula para cada média, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade do erro experimental.

Os maiores teores de sddio encontrados no genotipo sensivel podem ser
determinantes para a maior sensibilidade ao estresse. A salinidade ocasionada
pelas altas concentragfes de sodio e cloreto limita o crescimento das plantas, e
pode ser ocasionada por dois motivos, o efeito osmético do sal no solo e o

efeito toxico do sal dentro da planta (Munns & Tester, 2008). Para a maioria
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das espécies, o sodio parece alcancar uma concentracdo toxica antes do
cloreto, porém para espécies como Soja, citrus e parreiras o0 cloreto é
considerado o ion mais toxico (Munns & Tester, 2008). Em condi¢cbes salinas, a
nutricdo da planta com amoénio estimula o influxo de cloreto, aumentando a
toxicidade associada com o acumulo desse ion (Figueira & Caldeira, 2005). A
planta dispde de trés diferentes tipos de tolerancia a salinidade: a tolerancia ao
estresse osmatico, a excluséo de sodio pelas raizes e a tolerancia do tecido ao
acumulo de sddio, ou em algumas espécies de cloreto (Munns & Tester, 2008).
O menor teor de sodio encontrado no tecido da planta tolerante deve-se
provavelmente ao uso de algum destes mecanismos. O teor de sédio, portanto,
pode ser considerado como elemento importante na manifestacéo da tolerancia
de um genotipo ao encharcamento do solo, e deve ser avaliado em estudos

deste ambito.

4.4  Perspectivas

A tolerancia ao encharcamento do solo é um carater extremamente
complexo, envolvendo ndo somente a falta de oxigénio radicular em si, mas
toda uma modificacdo no ambiente do solo decorrente desta caréncia. Este
trabalho usou de métodos simples para chegar a conclusées um tanto
inovadoras e que podem delinear trabalhos futuros. Contudo, ha outros estudos
ou outras formas de se chegar a uma resposta para esta tolerancia usando de
métodos bioquimicos, gendmicos e moleculares, que vém ganhando espaco
nos ultimos anos.

Em condi¢cdes de disponibilidade de oxigénio limitante, uma completa

7

oxidacdo do substrato é restrita pela perda de um receptor de elétrons. A
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producdo de etanol e acido lactico através da fermentacdo € um mecanismo
gue os organismos usam para fornecer substrato e sintetizar ATP, mantendo a
viabilidade da célula a curto prazo em condi¢cdes de hipoxia. Ha, entretanto
evidéncias de um segundo processo operando que pode ser um fator critico
para a sobrevivéncia das plantas em ambientes hipoxicos: a hemoglobina
(classe 1) induzida por estresse, com uma alta afinidade pelo oxigénio e o
oxido nitrico, produzido via reducdo do nitrito (Igamberdiev & Hill, 2004). O
oxido nitrico é uma pequena molécula reativa que difunde rapidamente e
permeia membranas celulares, e suas formas redox-ativadas sdo moléculas
sinalizadoras intra e intercelulares (Perazzolli et al., 2006). A ampla variedade
de origens de Oxido nitrico sugere o0 requerimento de mecanismos de
detoxificacdo em plantas para controlar os niveis desta molécula e sua
reatividade e funcbes sinalizadoras. Hemoglobinas sdo mais comumente
reconhecidas por sua habilidade em atuar como carregadores de oxigénio, mas
elas também sdo importantes reguladores da homeostase de 6xido nitrico
(Perazzolli et al., 2006). Além disso, elas mantém os niveis de energia da
célula em condicbes hipoxicas (Dordas, 2009). Linhagens de milho
superexpressando a hemoglobina (classe 1) apresentaram atividade mais
baixa da enzima alcool-desidrogenase quando comparadas com o controle,
sugerindo que este mecanismo pode substituir ou auxiliar a fermentagéo
alcoolica na disponibilidade de energia para a célula (Sowa et al., 1998).

A regulacdo da expressdo génica em resposta a modificacbes
ambientais € um importante fator na sobrevivéncia e adaptabilidade das
plantas. Mecanismos transcricionais e pés-transcricionais tem sido implicados

no controle da expressao génica em resposta a submergéncia ou estresse por
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encharcamento do solo (Zhang et al., 2008). Recentes pesquisas com 0 gene
SublA para tolerdncia a submergéncia em arroz suporta 0 possivel
envolvimento de fatores de transcricdo na tolerancia de plantas ao excesso de
agua (Fukao et al., 2006). Dados de transcriptoma tém mostrado que o0s niveis
de expressdo de um numero de genes sao alterados em células de raizes
submergidas, demonstrando o papel potencial dos mesmos em nivel pos-
transcricional na regulacdo de adaptacbes metabdlicas, fisiologicas e
morfologicas na sobrevivéncia de plantas de milho em condi¢ces de deficiéncia
de oxigénio (Zhang et al., 2008).

A ampla complexidade de fatores que envolvem o estresse por
encharcamento do solo foi comprovada neste trabalho pelas varias interacdes
obtidas nas analises de variancia. Portanto, a selecdo de gendtipos
contrastantes encontrada neste trabalho pode ajudar a entender melhor os
aspectos que envolvem a tolerancia de uma planta ao encharcamento do solo,
bem como auxiliar em estudos futuros na busca de genes responsivos ao

referido estresse.



5 CONCLUSOES

A cultura do milho apresenta variabilidade genética para a tolerancia ao
encharcamento do solo, sendo que o0s genoétipos com tolerancia demonstraram
uma coloracdo mais verde durante o periodo de estresse. No entanto, essa
resposta € dependente de diversos fatores, sendo que temperatura, nivel de
agua utilizado no encharcamento e adubacao nitrogenada séo fundamentais na
manifestacdo do estresse. Temperaturas altas, adicdo de nitrogénio e a
utilizacdo de um nivel mais severo de encharcamento tendem a causar mais
danos as plantas submetidas ao estresse. As plantas tolerantes demonstraram
uma concentracdo diferenciada alguns elementos quimicos no tecido,
principalmente um maior teor de ferro e um menor teor de sodio em

comparacao as nao tolerantes.
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e das Missbes (URI), localizada em Erexim — RS. Em 2000 ingressou no Curso
de Agronomia da Universidade de Passo Fundo (UPF), Passo Fundo — RS,
onde graduou-se Engenheira Agronoma em 2005. No mesmo ano, iniciou o
Mestrado no Programa de Poés-Graduacdo em Fitotecnia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre — RS. Obteve o grau de
Mestre em Fitotecnia em julho de 2007. Em agosto do mesmo ano ingressou
no curso de Doutorado em Fitotecnia na UFRGS, com apoio financeiro da

Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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