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RESUMO

LEMOS, Jodao Paulo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2014.
Caracteristicas de hibridos isogénicos de milho cultivados sob condicoes de
estresses. Orientador: Jodo Carlos Cardoso Galvdo. Coorientadores: Antdnio Alberto
da Silva, Paulo Roberto Cecon, Roberto Fritsche Neto e Wagner L. Aratjo.

Modificacdes genéticas em plantas visando reducdo de perdas por estresses
bidticos e abidticos poderdo proporcionar nas plantas modificadas respostas diferentes
na alocacdo de recursos naturais. A fim de testar essa hipétese, realizou-se esta pesquisa
com o objetivo de avaliar o desempenho fotossintético de cultivares isogénicas de milho
(Bt e ndo-Bt), cultivadas em condicdes 6timas e de estresses bidticos e abidticos. Os
experimentos foram realizados em esquema fatorial 3 x 2 x 2, no delineamento de
blocos casualizados com cinco repetigdes. O primeiro fator foi constituido por trés
hibridos de milho (AGROMEN 30A95, DOW 2B707 e BG 7049); o segundo, por dois
tipos de cada hibrido utilizado: transgénicos com um evento - Bt (AGROMEN
30A95Hx, DOW 2B707Hx e BG 7049Y) e os convencionais (AGROMEN 30A95,
DOW 2B707 e BG 7049); e o terceiro foi o cultivo de milho na presenga ou ndo do
déficit hidrico (60% e 100% da capacidade de campo, respectivamente). Foram
realizados dois experimentos: no primeiro, avaliaram-se as cultivares isogénicas sob
condicdes 6timas e de limitacdo hidrica; e, no segundo, esses materiais foram cultivados
nessas condi¢des em competi¢cdo com plantas de Bidens pilosa. A primeira limitacdo
hidrica foi aplicada em plantas nos estadios de desenvolvimento V6 a V9, e a segunda,

no estddio R1, com duragdo de 21 e 7 dias, respectivamente. Em cada experimento,
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foram feitas avalia¢des fisioldgicas em dois periodos. No primeiro, as plantas de milho
estavam sob deficiéncia hidrica e apresentavam de oito a nove folhas completamente
expandidas [estddio V8-V9 — 41 dias apds a emergéncia (DAE)]. No segundo periodo,
as plantas apresentavam-se no estiddio de florescimento (estddio R1 — 60 DAE), antes da
imposi¢do da segunda limitacdo hidrica. A avaliagdo morfoldgica das plantas de milho e
de B. pilosa foi realizada ao final do experimento (estddio R3 — grdos leitosos).
Verificou-se que no estddio V9 as cultivares transgénicas (B?) apresentaram menor teor
de clorofilas em relag@o as convencionais (ndo-Brf), em condi¢des de deficiéncia hidrica.
Também ocorreu redugdo no teor de clorofilas do milho transgénico (Btf) sob condi¢des
de limitagdo hidrica. Quando do cultivo do milho em competicio com plantas de
B. pilosa, independentemente da condi¢do hidrica, cultivares transgénicas (Bf)
mostraram desempenho inferior ao das isogé€nicas (ndo-Bf). Nessa condi¢do, houve
reducdes nas varidveis taxa fotossintética liquida (A), transpiragdo (E) e condutincia
estomadtica (gs), com aumento da razdo Ci/C,. Cultivares isogé€nicas de milho (Bt e ndo-
Bt) em competicdo com B. pilosa ndo apresentaram diferencas nas caracteristicas
avaliadas. Contudo, em condicdes de limitacdo hidrica verificou-se aumento da altura
de plantas e do nimero de dias entre o florescimento masculino e o feminino em milho
Bt em relagdo ao ndo-Br. Em competigdo com B. pilosa, independentemente da
condicdo hidrica, ocorreu aumento do intervalo entre florescimento masculino e
feminino em plantas de milho com o gene Bf, em comparacido ao ndo-Bt. A reducdo da
disponibilidade de dgua resultou em menor acimulo de massa da matéria seca total em
ambas as cultivares isogénicas (Bt e ndo-Bf), porém somente na presenca do gene Bt
houve reducdo na massa da matéria seca da espiga e do penddo. O comportamento
morfoldgico de plantas de B. pilosa nao foi alterado por cultivares isogénicas de milho
em condicdo de déficit hidrico. Concluiu-se que existem diferencas entre os isogénicos
de milho (Bt e ndo-Bt) quanto ao desempenho morfolégico e fotossintético quando
cultivados sob estresses. Entretanto, novos estudos especificos devem ser realizados
para confirmar se o desempenho desses materiais, quando submetidos a condi¢gdes de
estresses bidticos e abidticos em campo, ird afetar negativamente a produtividade do

milho.
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ABSTRACT

LEMOS, Joao Paulo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, september, 2014.
Features of inbred maize hybrids grown under stressful conditions. Adviser: Jodo
Carlos Cardoso Galvao. Co-Advisers: Antonio Alberto da Silva, Paulo Roberto Cecon,
Roberto Fritsche Neto and Wagner L. Aradjo.

Genetic modification of plants in order to reduce losses by biotic and abiotic
stresses may provide different responses from modified plants in the allocation of
natural resources. In order to test this hypothesis, this research was carried out to assess
the photosynthetic performance of maize inbred varieties (Bt and non-Bt), grown under
optimal conditions and under biotic and abiotic stresses. The experiments were
conducted in a 3 x 2 x 2 factorial arrangement, in a randomized block design with five
replications. The first factor was composed of three maize hybrids (AGROMEN 30A95,
DOW 2B707 and BG 7049); the second consisted of two types of each hybrid used: GM
with one event - Bt (AGROMEN 30A95Hx, DOW 2B707Hx and BG 7049Y) and
inbred varieties (AGROMEN 30A95, DOW 2B707 and BG 7049); the third factor was
maize cropping in the presence or absence of water deficit (60% and 100% of field
capacity, respectively). Two experiments were conducted: the first evaluated the inbred
varieties under optimal conditions and under water deficit; in the second experiment,
these materials were grown under these conditions in competition with Bidens pilosa
plants. Plants were subjected to the first water deficit at growth stages V6 to V9, and the
second water deficit, at stage R1, with a total length of 21 and 7 days, respectively. In

each experiment, physiological assessments were made in two periods. In the first,



maize plants were under water deficit and had eight to nine expanded leaves [stages V8-
V9, 41 days after emergence (DAE)]. In the second period, the plants were at the
flowering stage (stage R1 - 60 DAE), before the second water deficit was applied. A
morphological assessment of maize plants and B. pilosa plants was performed at the end
of the experiment (stage R3 - milky grains). It was found that at stage V9, GM varieties
(Bt) had lower chlorophyll content compared with inbred ones (non-Btf), under water
deficit. There was also a reduction in chlorophyll content of GM maize (Bf) under water
deficit. When maize was cropped in competition with B. pilosa plants, regardless of
water status, GM varieties (B?) underperformed inbred ones (non-Bf). In this condition,
there were reductions in the variables net photosynthetic rate (A), transpiration (E) and
stomatal conductance (gs), with increased Ci/C, ratio. Inbred maize varieties (Bt and
non-Bt) in competition with B. pilosa showed no differences in the assessed
characteristics. However, under water deficit, there was an increase of plant height and
number of days between male and female flowerings in Bf maize compared with non-Bt
maize. In competition with B. pilosa, regardless of water status, there was an increase in
the gap between male and female flowerings in maize plants with the Bf gene, compared
with non-Bt. The reduced water availability resulted in lower total dry matter
accumulation in both inbred varieties (Bt and non-Bf), but only in the presence of the Bt
gene, there was reduced dry matter in the ear and tassel. The morphological behavior of
B. pilosa was not altered by inbred maize varieties under water stress. It was concluded
that there are differences between inbred maize varieties (Bt and non-Bt) as regards
morphological and photosynthetic performance when they are grown under stress.
However, further specific studies should be conducted to confirm whether the
performance of these materials will adversely affect the productivity of maize when

they are under biotic and abiotic stresses in the field.

Xi



INTRODUCAO GERAL

No Brasil, na safra 2013/2014, foram cultivados 40,3 milhdes de hectares de
lavouras transgénicas, incluindo soja, milho e algodio (ABRAMILHO, 2012;
FAOSTAT, 2014). Apenas com relacdo ao milho, nessa safra estavam disponiveis no
mercado 467 cultivares, sendo 253 transgénicas e 214 convencionais. Além disso,
houve aumento do leque de escolha para os agricultores com menor capacidade de
investimento, tendo como novidade dois hibridos duplos transgénicos (CRUZ et al.,
2014). Em consequéncia disso, 85% de toda a drea de milho no Pais foi cultivada com
transgénicos (JAMES, 2011; FAOSTAT, 2014). Estes autores afirmam que uma
cultivar pode ser comercializada com vdrias versdes transgénicas e, também, cultivares
com eventos transgénicos que nao sdo comercializadas na forma convencional. Assim,
entre as 467 opcdes de mercado, 317 sdo de fato materiais genéticos diferentes, e as
demais 150 sao variacdes de eventos transgénicos. Desses 317 materiais, 213 cultivares
sdo convencionais, podendo também apresentar algum evento transgénico. Estdo
disponiveis no mercado 104 cultivares que sdo comercializadas apenas com versdes
transgénicas, ndo possuindo op¢des convencionais. Entre as 317 cultivares, verifica-se
predominio de hibridos simples (56,15%), seguido pelos hibridos triplos (18,61%),
hibridos duplos (13,56%) e pelas variedades (11,68%), que completam as opg¢des de
mercado.

Atualmente existem no mercado cinco eventos transgénicos para o controle de
lagartas: o evento TC 1507, marca Herculex I ®; o evento MON 810, marca YieldGard
®; e o evento MON 89034, marca YieldGard VT PRO ®; o evento Btl1, marca



Agrisure TL ®; o evento MIR162, marca TL VIP ®. Além destes, existe a tecnologia
Liberty Link® de tolerancia a herbicidas formulados com glufosinato de amonio,
presente nos milhos Herculex® I. Estdo sendo oferecidas no mercado, para a safra
2013/14, 178 cultivares de milho Bt, isto €, resistentes a insetos da ordem lepidoptera
(CRUZ et al., 2014).

Os beneficios do uso de plantas Bt estdo relacionados principalmente com a
reducdo no uso de inseticidas, o que proporciona menor contaminacdo do meio
ambiente e menor custo ao produtor. No entanto, estudos que abordem o
comportamento de plantas geneticamente modificadas, sobretudo relacionados as
possiveis interacdes entre gene, hibridos e ambiente, sdo ainda claramente necessarios.

Sabe-se que a alocagdo de recursos para o crescimento ou defesas é determinada
pela competicio por substrato comum e energia (GAYLER et al., 2004;
CHRISTENSEN; QUAIL, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2009). Nessa condi¢do, é preciso
considerar a elevacdo dos custos dos processos internos, como a alocac¢do de carbono
(KUHN; PASCHOLATI, 2007). Uma maneira de contornar esses problemas, para
genes relacionados com a defesa de plantas contra doencgas, por exemplo, seria o uso de
promotores induziveis, que fossem ativados pelo organismo patogénico. Nesse caso, a
expressao desses genes seria ativada apenas no momento e local necesséario (RIZHSKY;
MITTLER, 2001).

Ruhland et al. (2004) ndo observaram actimulo de residuos ou sintese de novos
metabdlitos em milho geneticamente modificado resistente ao herbicida glufosinato de
amodnio, o que sugere que a planta ndo teve custo metabdlico adicional nessas
circunstancias. Contudo, diversos autores (COLL et al., 2009; BORTOLOTO; SILVA,
2009; BARROS et al., 2010; SCHIOCHET; MARCHIORO, 2011; WERLE et al.,
2011; FONSECA et al.,, 2013; BALIEIRO NETO et al., 2013) acreditam existir
diferencas entre as mesmas cultivares transgénicas e ndo transgénicas, em relacdo a
caracteres fisioldgicos, morfoldgicos e produtivos, em diferentes condi¢des ambientais.
Essa possibilidade foi comprovada por Catuchi et al. (2011), os quais verificaram
diferencas fisioldgicas relacionadas aos valores de assimilacio méaxima de CO, e
menores danos as membranas celulares na cultivar transgénica. Também Lynch et al.
(1995) e Kim et al. (2008) verificaram que a inser¢dao de genes Bf no genoma de arroz
foi capaz de provocar variagdes morfoldgicas e fisiologicas. Uma perda de rendimento

foi observada em Br/CPTI transgénica MH86 sob baixa pressdo de insetos



(CHEN et al., 2006), porém sem diferencas de rendimento de Bt-Shanyou63 com
crylAb / ¢, em comparacio com o ndo-Bf (WANG et al., 2012).

Quanto a respostas de cultivares transgénicas e convencional ao déficit hidrico,
Catuchi et al. (2011) observaram que plantas transgénicas de soja apresentaram
tendéncia de promover maior alocagdo de biomassa em vagens, em comparagio a
cultivar tradicional, em ambas as condi¢des de irrigacdo. Além disso, houve maior
eficiéncia da 4rea foliar para a produgdo de massa seca, maiores valores de assimilacdo
maxima de CO, e menores danos as membranas na cultivar transgé€nica sob deficiéncia
hidrica.

Ao analisar o comportamento de plantas transgé€nicas de tabaco sob déficit
hidrico, Yan et al. (2003) verificaram diferencas genotipicas dos pardmetros de trocas
gasosas; as plantas transgénicas exibiram maiores taxas de assimilacdo de CO, (A) e
condutancia estomatica (gs), em relagdo as plantas ndo transgénicas, o que sugere que as
diferencas de fotossintese foram controladas por diferengas em gs.

Segundo Cruz e Regazzi (1994), os gendtipos se desenvolvem em sistemas
dindmicos, em que ocorrem constantes mudancas, que vao desde a semeadura até a
maturacao; assim, hd, geralmente, um comportamento diferenciado deles, em termos de
resposta as variacdes ambientais. Trabalhando com diferentes hibridos transgénicos,
Schiochet e Marchioro (2011) observaram que a tecnologia Bt ndo foi determinante para
o incremento no rendimento de grios para os hibridos avaliados. Estes autores
concluiram que diferentes componentes do rendimento de grios foram responsdveis
pelo desempenho superior em produtividade de determinado hibrido. Contudo, neste
trabalho ndo foi efetuado o controle de insetos com inseticidas, embora, segundo os
autores, as condi¢des ndo tenham sido favordveis ao ataque de pragas. Em trabalho com
arroz, Wang et al. (2012) concluiram que nem todos os eventos transgénicos tiveram o
mesmo efeito sobre o desempenho agrondmico e fisiolégico (MOSER et al., 2001), ndo
sendo, portanto, interessante fazer conclusdes gerais acerca do efeito de Bt transgenes.

Em soja, em alguns casos especificos, a expressdo dos genes da subfamilia HD-
Zip I de fatores transcricionais € regulada por fatores ambientais, como seca, altas
temperaturas e estresse osmotico, e € especifica em diferentes tecidos e 6rgaos da planta
(AGALOU et al., 2008; ELHITI; STASOLLA, 2009). Dessa forma, ndo hd gasto de
energia desnecessdrio, e a expressdo desses genes seria ativada apenas no momento e
local necessario para determinado estresse. Além desses relatos, tem sido observado,

principalmente em estudos fitopatoldgicos, que o processo de inducdo de resisté€ncia



gera custos para a planta, e a alocacdo de recursos da planta para o crescimento ou
defesa é determinada pela competicdo por substrato comum e energia, sendo que a
planta deve balancear os investimentos nesses processos (GAYLER et al., 2004). Nesse
sentido, a defini¢cdo dada por Heil e Bostock (2002) ao custo da resisténcia induzida se
resume a todo efeito negativo sobre a adaptabilidade da planta que resulta da expressdo
de caracteristicas de defesa quando a planta cresce sob condi¢des evolucionariamente
relevantes. Nessa condig@o, é preciso considerar ndo apenas a elevacdo dos custos dos
processos internos, como alocacdo de carbono, mas também os custos ecoldgicos, que
envolvem alteracdes no relacionamento com organismos benéficos ou maléficos
(KUHN; PASCHOLATI, 2007).

Em condi¢des naturais, observa-se que a resisténcia induzida representard custo
apenas na presenga do patégeno (HEIL; BOSTOCK, 2002), alocando recursos para esse
propdsito somente quando necessdrio (BOSTOCK, 2005), com redugdo de gastos
desnecessdrios a planta, o que possivelmente acarreta maior demanda energética pela
planta. Parte dos assimilados, disponibilizados através da fotossintese, é carreada para
gerar defesas constitutivas, e o excedente é conduzido para tecidos de reserva. Quando
essa energia for requerida para a defesa induzivel e se a disponibilidade deles for baixa,
pode ocorrer a inversdo por parte das reservas, e estas voltam a estar disponiveis
(GAYLER et al.,, 2004). Para a relagdo fitopatégenos e plantas, além do custo
energético, existe o custo metabdlico, que é explicado pela repressdo de alguns genes
(KUHN; PASCHOLATI, 2007).

A fluorescéncia da clorofila a e as trocas gasosas tém sido amplamente
utilizadas como importantes ferramentas nos programas de melhoramento para auxiliar
na discriminac@o entre genotipos tolerantes e sensiveis a estresse abidtico, entre eles, o
hidrico (O’NEILL et al., 2006; EFEOGLU et al., 2009).

Comparando cultivares transgénicas e ndo transgénicas de soja em déficit
hidrico, Caires et al. (2010) verificaram que cultivares tolerantes a herbicidas
apresentaram resposta mais demorada ao estresse em comparagdo a plantas
convencionais. Foi observada redu¢@o mais rdpida no teor de clorofilas em plantas
tolerantes ao glyphosate apds iniciar a degradacdo de folhas, quando comparada a da
cultivar convencional. Esses autores relatam que essa diferenca poderia estar associada
a dinamica diferenciada de fechamento dos estdmatos e ao teor de clorofila. Este

trabalho comprova que a modificagdo genética que confere a soja resisténcia ao



herbicida glyphosate também pode proporcionar resposta diferente a tensdo de dgua,
bem como menor teor de clorofila, quando comparado com os convencionais.

Em trabalho com Medicago truncatula cv. Jemalong, avaliando linhas
transgénicas e nao transgénicas, Jesus Nunes (2007) observou valores do rendimento
quantico maximo (F,/F,) e do rendimento do PSII menores em plantas transgénicas.
Segundo esse autor, isso parece revelar que a expressdo constitutiva dos genes
influenciou de forma negativa o sistema fotossintético nas condicdes de crescimento sob
déficit hidrico. Esse fato influenciou também as trocas gasosas, com valores mais baixos
de fotossintese liquida nas linhas transgé€nicas sob condi¢des controle. Entretanto, a
linha transgénica mostrou maior eficiéncia na protecdo do aparelho fotossintetico sob
limitacdo hidrica.

Embora o comportamento do rendimento de culturas transgénicas tenha sido
intensivamente estudado, tem-se dado pouca atencdo para os mecanismos fisioldgicos
relacionados as diferencas de rendimento, especialmente sob prote¢ao fitossanitiria com
baixa infestagdo (WANG et al., 2012). Esses resultados confirmam que podem ocorrer
alteracdes fisioldgicas em plantas transgénicas, comparadas com as ndo transgénicas,
pois comprovadamente existem respostas diferenciadas destas plantas quando sdo
testadas no mesmo ambiente de producdo, em relagdo as convencionais. Desse modo,
além de redugdes expressivas na produtividade de culturas causadas pelo déficit hidrico,
interferéncias por plantas daninhas sdo reconhecidamente também responsadveis pela
diminuicdo expressiva na produtividade da cultura. Aquelas que sobressaem apds o
completo desenvolvimento vegetativo da cultura ndo causam problemas relacionados a
produtividade, dificultando porém o processo de colheita e diminuindo a qualidade de
graos colhidos, sendo necessaria, em alguns casos, maior aplicacdo de herbicidas para o
controle de espécies invasoras, implicando assim maior custo e menor eficiéncia
(CORDEIRO et al., 2006).

Para se ter uma definicdo que melhor expressa a competicdo, de acordo com
Radosevich et al. (1996), determinadas plantas sdo boas competidoras por utilizarem um
recurso rapidamente ou por serem capazes de continuar a crescer mesmo com baixos
niveis do recurso. Adicionalmente, 0 mecanismo de competicdo por recursos deve ser
demonstrado, por exemplo, além da deple¢do de nutrientes, também por mudancas
morfolégicas e fisiologicas (ASPIAZ(J et al., 2010; LEMOS et al.,, 2012a, b) nas
respostas de crescimento. Nesse contexto, algumas caracteristicas podem influenciar a

capacidade competitiva das espécies por dgua, como a taxa de exploragdo de volume do



solo pelo sistema radicular; as caracteristicas fisiologicas das plantas, como capacidade
das raizes de se ajustarem osmoticamente; a magnitude da condutividade hidrdulica das
raizes; e a capacidade de regulacdo dos estdmatos (RADOSEVICH et al., 1996).

Uma das plantas daninhas mais agressivas na atualidade, Bidens pilosa, possui
capacidade de extrair d4gua do solo em tensdes tr€s vezes maiores do que as alcancadas
pela soja e pelo feijao. Esse fato, explicado por Procépio et al. (2002), deve-se
sobretudo a capacidade, em sua fase inicial de seu desenvolvimento, dessa espécie de
drenar grande parte dos fotoassimilados para a producdo de raizes (baixa relagcdo parte
aérea/raiz), as quais promovem, em fases posteriores, maior exploracdo do solo em
busca de 4dgua. Essa informac@o refor¢ca os dados obtidos por Lemos et al. (2012a), que,
ao trabalharem com a competi¢do de milho com B. pilosa, observaram reducdo da parte
aérea da planta de milho e aumento expressivo no sistema radicular dessa planta
(redug¢dao da razdo PA/SR), provavelmente devido a alta capacidade dessa espécie
daninha em extrair 4gua e nutrientes do solo, resultando em deplecdo desses recursos, o
que favoreceu, entre outros aspectos, o desequilibrio funcional na planta de milho, como
forma de compensar a redugdo desses recursos no solo.

Outras caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas (PROC()PIO et al., 2004;
LEMOS et al, 2012a,b) sdo provavelmente afetadas durante a convivéncia,
dificultando a recuperacdo das plantas de milho. Normalmente, a intensidade da
interferéncia € avaliada por meio de decréscimos de producdo e/ou pela reducdo no
crescimento da planta cultivada, provocados pela competi¢do por fatores de crescimento
disponiveis no ambiente, como CO,, dgua, luz e nutrientes, ou de forma indireta, como
hospedeiras intermediarias de pragas e doencas e liberagdo de substincias alelOpaticas
(DUARTE et al.,, 2002). No entanto, segundo Carvalho e Christoffoleti (2008), a
intensidade dos danos causados pelas plantas daninhas estd mais relacionada com as
altas densidades de ocorréncia do que com a habilidade competitiva intrinseca das
espécies.

A quantidade e a qualidade da producdo sdo afetadas pela capacidade
competitiva, assim como a efici€ncia de aproveitamento dos recursos disponiveis no
ambiente, principalmente no que diz respeito as caracteristicas fisioldgicas associadas a
fotossintese e ao acimulo de massa. A magnitude fotossintética depende, entre outros
fatores, do indice de drea foliar e da disposi¢do desta no perfil do dossel da planta, tendo
relagcdo direta com o acimulo de massa seca na cultura (TAIZ; ZEIGER, 2009). Desse

modo, a relagdo entre fotossintese e producdo € bastante complexa em razio de diversos



fatores, entre 0s quais a abertura estomatica, a condutancia de CO; no interior celular do
mesofilo, a idade fenoldgica da planta e os estresses causados por fatores bidticos e
abidticos.

Assim, a avaliagdo do comportamento fisioldgico da planta em ambientes
distintos de competicdo, utilizando-se os parametros de trocas gasosas como ferramenta
adicional, pode vir a maximizar os resultados, com ganhos de efici€éncia na
recomendacdo de espacamentos, cultivares e de priticas de manejo da cultura
(DURAES et al., 2005; LEMOS et al., 2012a). No entanto, para observar os efeitos da
competicilo com maior precisdo, deve-se associar avaliacdes da capacidade
fotossintética a outros pardmetros avaliativos no que diz respeito a quantificacdo das
mudangas morfofisiolégicas de plantas submetidas a4 competicio (ASPIAZU et al.,
2010; LEMOS et al., 2012a).

Martins (2010) avaliou a morfofisiologia de milho em deficiéncia hidrica e pdde
observar maior eficiéncia de uso da 4dgua para o tratamento com déficit hidrico, pois a
deficiéncia hidrica inicial ocasionou aumento na eficiéncia do uso da d4gua

" mmol H,O m?2s’!

(mmol CO, m?s” — EUA), uma vez que a reducdo apenas parcial da
abertura estomatica limita mais fortemente a transpiracdo do que a entrada de CO,,
aumentando essa razdo (KRON et al., 2008; FIRMANO et al., 2009). Contudo, Lemos
et al. (2012a) verificaram que pode ocorrer aumento da EUA sem haver reducdo da
transpiracdo pela planta, como observado em seu trabalho, em que houve aumento da
eficiéncia de utilizacdo da dgua na época do florescimento do milho, sem
necessariamente estar associada a menor taxa de transpiracdo pelas plantas, sendo sim
justificada pelas altas taxas fotossintéticas observadas nessa época, o que faz com que a
relacdo (carbono fixado/dgua transpirada) aumente, em comparacdo com as demais
épocas avaliadas.

Variagdes morfofisiolégicas provocadas pela presenca de diferentes tipos de
estresse durante o ciclo da cultura podem ser utilizadas como importantes ferramentas
para se definir o potencial produtivo apresentado pelas cultivares isogénicas de milho,
ou seja, aquelas que se diferenciam apenas por um gene inserido via procedimentos
biotecnoldgicos especificos, comumente conhecidos como tecnologia do DNA
recombinante. Estudos que abrangem essas mudangas no comportamento entre essas

cultivares podem agregar informagdes importantes, principalmente relacionadas ao uso

mais eficiente das novas tecnologias.



Essas tecnologias sdo de grande importancia, porém existem poucas informagdes
cientificas sobre possiveis mudancas morfofisiolégicas em plantas geneticamente
modificadas e que podem estar relacionadas direta ou indiretamente aos ganhos de
produtividade, em relacdo as mesmas cultivares sem as novas tecnologias. Nesse
contexto, as cultivares e as tecnologias empregadas atualmente devem ser devidamente
avaliadas para que agricultores e pesquisadores possam explorar a0 méximo o potencial
genético dessas cultivares frente as constantes alteragdes climéticas.

Nesse sentido, procurou-se neste trabalho realizar uma extensa avaliagdo
fisiologica de diferentes hibridos de milho com eventos transgénicos e em estadios
fenolégicos distintos da cultura, com o intuito de aumentar a compreensdo do

comportamento das novas tecnologias utilizadas pelos agricultores.
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ECOFISIOLOGIA DE CULTIVARES ISOGENICAS DE MILHO (Bt E NAO-By)
NO ESTADIO VEGETATIVO V9 EM CONDICOES DE ESTRESSE

RESUMO

Existem dudvidas se a ecofisiologia de cultivares isogénicas pode ser alterada pela adi¢do
de eventos transgénicos. Diante do exposto e considerando a caréncia de resultados de
pesquisa na drea, realizou-se este trabalho com o objetivo de avaliar o desempenho de
cultivares isogénicas de milho (Bfe ndo-Bf), cultivadas em condicdes Otimas e de
estresses bidticos e abidticos, quanto a fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e teor
de clorofilas. O experimento foi realizado em esquema fatorial 3x2x2, no
delineamento de blocos casualizados com cinco repeti¢des. O primeiro fator foram trés
hibridos de milho; o segundo, dois tipos de cada hibrido (transgénicos com um evento e
convencional); e o terceiro fator foi o cultivo do milho na presenca ou auséncia do
déficit hidrico (60% e 100% da capacidade de campo). Foram realizados dois
experimentos: no primeiro, avaliaram-se cultivares isogénicas de milho sob condi¢des
otimas e de limitagdo hidrica; e no segundo, esses materiais foram cultivados nessas
condicdes em competicdo com B. pilosa. A limitagdo hidrica foi aplicada no estadio V6
ao V9 de desenvolvimento do milho, ao passo que as andlises fisioldgicas foram
realizadas no estddio V9, apdés 21 dias de deficiéncia hidrica. Entre os hibridos
cultivados, o 30A95 apresentou maior variacdo entre suas cultivares isogénicas. Os
hibridos 2B707 e BG7049 tiveram desempenho fotossintético do transgénico
semelhante ao do convencional, e a presenca do gene Bt proporcionou maior
sensibilidade aos hibridos a limitacdo hidrica. Ocorreram altera¢des no teor de clorofilas
e na taxa fotossintética das plantas de milho Bt. Isso resultou em desempenho inferior
dos milhos Bt quando comparados aos convencionais (ndo-Bf). O déficit hidrico afetou
o potencial fotossintético do milho, resultando em redug¢des na transpiracdo,
condutincia estomatica, fotossintese liquida, rendimento quantico maximo do FSII,
eficiéncia médxima do processo fotoquimico no FSII e teor de clorofila.
Independentemente da condi¢do hidrica, a presenca do gene Bt reduziu o desempenho
fotossintético (fotossintese liquida, condutincia estomadtica e transpiracdo) do milho,

quando em competi¢do com B. pilosa.

Palavras-chave: transgénico, convencional, competi¢cdo, Zea mays L.
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ECOPHYSIOLOGY OF INBRED MAIZE VARIETIES (Bt AND NON-Bf) AT
VEGETATIVE STAGE V9 UNDER STRESS CONDITIONS

ABSTRACT

There is doubt whether the physioecology of inbred varieties can be changed by the
addition of transgenic events. Given the above and considering the lack of research data
in the area, this study was conducted in order to evaluate the performance of inbred
maize varieties (Bt and non-Bf) grown under optimal conditions and under biotic and
abiotic stresses chlorophyll a fluorescence, gas exchange and chlorophyll content. The
experiment was conducted in a factorial 3 x 2 x 2 arrangement, in a randomized block
design with five replications. The first factor was three maize hybrids; the second, two
types of each hybrid (GM with one event, and inbred); and the third factor was maize
cropping in the presence or absence of water deficit (60% and 100% of field capacity).
Two experiments were performed: the first evaluated inbred maize varieties under
optimal conditions and under water deficit; in the second experiment, these materials
were grown under these conditions in competition with B. pilosa. Water deficit was
applied at maize development stages V6 to V9, while the physiological analyses were
performed at stage V9, after 21 days of water stress. Among the cultivated hybrids,
30A95 showed the greatest variation between its inbred varieties. For the 2B707 and
BG7049 hybrids, photosynthetic performance of the GM hybrid was similar to that of
the inbred one, and the presence of the Bt gene made the hybrids more sensitive to water
deficit. There were changes in chlorophyll content and photosynthetic rate of Bf maize
plants. This resulted in lower performance of Bt maize hybrids when compared to
inbred ones (non-Bf). Water deficit affected the photosynthetic potential of maize,
resulting in reductions in transpiration, stomatal conductance, net photosynthesis,
maximum quantum yield of PSII, maximum efficiency of the photochemical process in
PSII and chlorophyll content. Regardless of water condition, the presence of the Bt gene
reduced photosynthetic performance (net photosynthesis, stomatal conductance and

transpiration) of maize, when in competition with B pilosa.

Keywords: GM, inbred, competition, Zea mays L.
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INTRODUCAO

Modificacdes genéticas para determinados fins, como a resisténcia de plantas a
insetos e fitopatdégenos, tolerncia a herbicidas, etc., podem proporcionar nas plantas
modificadas resposta diferente para utilizagdo dos recursos naturais (dgua, CO,, luz e
nutrientes) em plantas de milho (COLL et al., 2009; BORTOLOTO; SILVA, 2009;
BARROS et al.,, 2010; SCHIOCHET; MARCHIORO, 2011; WERLE et al., 2011;
COELHO, 2013; FONSECA et al., 2013; BALIEIRO NETO et al., 2013).

Avaliando o comportamento fisiolégico de plantas de algoddo, Chen et al.
(2005) verificaram que o algoddo Bt apresentou metabolismo do nitrogé€nio mais
vigoroso na fase vegetativa que o seu homologo ndo-Bt. Diferencas na dinamica do
movimento estomdtico e também na degradacdo de clorofila em cultivares isogé€nicas de
soja, indicando possiveis alteragdes adicionais ndo esperadas em cultivares
transformadas geneticamente, foram também observadas por Caires et al. (2010).

Em milho, varios estudos tém sido conduzidos (DILLEHAY et al., 2004; MA;
SUBEDI, 2005; MUNGALI et al., 2005; RASCO et al, 2010; LAUER; WEDBERG,
1999; WERLE et al., 2011; COELHO, 2013), os quais apresentam resultados que
confirmam alteracdes morfofisioldgicas de plantas transgénicas em relacdo as
convencionais, além daquelas esperadas pela transformacdo genética, com diferencas
em altura de plantas, didmetro de colmo, area foliar, intervalo entre florescimento
masculino e feminino, enzimas antioxidantes, entre outras.

Resultados dessas pesquisas reforcam a hipdtese de que podem ocorrer
alteracdes fisioldgicas e morfologicas em plantas transgénicas, comparadas com as
convencionais. Na busca da confirmacgdo dessa hipdtese, realizou-se este trabalho com o
objetivo de avaliar o desempenho de cultivares isogénicas de milho (Bf e nio-Br)
cultivadas em condigdes 6timas e de estresses bidticos e abidticos, quanto a fluorescéncia da

clorofila a, trocas gasosas e teor de clorofilas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo entre os meses de
marco e junho de 2013, em esquema fatorial 3 x 2 x 2, no delineamento de blocos
casualizados com cinco repeti¢des. O primeiro fator foi constituido por trés hibridos de

milho (AGROMEN 30A95, DOW 2B707 e BG 7049). O segundo fator foram dois tipos

16



de cada hibrido utilizado: os transgénicos com o evento Bt [AGROMEN 30A95Hx
(TC 1507), DOW 2B707Hx (TC 1507) e BG 7049Y (MON 810)], sendo os dois
primeiros da marca Herculex I® e o iltimo da marca YieldGard®; e os convencionais
(AGROMEN 30A95, DOW 2B707 e BG 7049). O terceiro fator foi a presenca ou ndo
do déficit hidrico (60% e 100% da capacidade de campo).

O delineamento experimental e os fatores supracitados foram utilizados em dois
experimentos distintos, descritos a seguir:

Experimento 1 - Avaliaram-se cultivares isogénicas de milho em condi¢des
otimas e de limitagéo hidrica.

Experimento 2 - Avaliaram-se cultivares isogénicas de milho em condi¢des
Otimas e de limitag@o hidrica em competi¢do com Bidens pilosa.

Todos os procedimentos e avaliagdes descritos a seguir foram realizados de
forma simultdnea em ambos os experimentos, porém estudados separadamente.

Para monitoramento da temperatura e umidade relativa do ar, foi instalada no
centro do experimento uma estagdo meteoroldgica sem fio, realizando-se as leituras
diariamente as 16h.

O substrato utilizado para o cultivo das plantas foi constituido de amostras de
um Latossolo Vermelho-Amarelo (LVA) de textura argiloarenosa. Antes do enchimento
dos vasos, o solo foi seco ao ar, destorroado, passado em peneira com mesh de 20 mm e
corrigido com 0,045 kg de calcario dolomitico 100% PRNT/vaso contendo 33,0 L do
solo (3,0 t/ha do corretivo). Logo apds, manteve-se a umidade do solo com 60% da
capacidade de campo por dois meses, para finalmente realizar a adubag@o do substrato e
o plantio do milho, conforme andlise fisico-quimica do solo antes da adubacdo
(Tabela 1).

A adubagdo de plantio foi feita utilizando-se adubacdo fosfatada (P,Os) de
160 mg dm™ e adubagio potdssica (K,0) de 75 mg dm™, empregando como fontes o
susperfosfato simples e o cloreto de potassio, respectivamente.

A parcela experimental foi composta por um vaso com capacidade de 30 dm’ e
altura de 40 cm, didmetro superior de 33 cm e didmetro inferior de 29 cm. Foi realizada
a adubacdo individual das parcelas, para maior homogeneizacdo. Assim, o solo de cada
vaso foi colocado em saco de rifia e, em seguida, os adubos foram incorporados por
meio de escarificacdo do solo, agitando-se a mistura solo-adubo. O adubo 20-0-20 foi
aplicado (3 g/vaso em superficie); logo depois, foi realizada a irrigacdo manual,

mantendo-os na capacidade de campo.
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Tabela 1 - Resultados das andlises quimicas do Latossolo Vermelho-Amarelo utilizado
no experimento. Vicosa-MG, 2013

Caracteristicas quimicas do solo "

pH Ca | Mg | Al |[H+AI| ¢ T P | K
(H,0) (cmol. dm™) (mg dm™)
42 0,30 0,10 0,80 6,50 4,59 7,52 1,00 39,1
Cu | 7n | Fe ‘ Mn | B Vv M,0 Prem
(mg dm”, (%) (dagkg™") | (mgL™)
0,18 0,30 99,00 2,50 0,18 40,2 0,01 0,89
Caracteristicas fisicas do solo®
Argila | Silte ‘ Areia fina | Areia Grossa
(dag kg'")
75 3 13 9

@ Determinagdes: pH em dgua; solo:solugdo 1:2,5; Ca, Mg e Al, extrator KCl 1 mol L’ (EMBRAPA,
1997); Ca(OAc)2 0,5 mol L pH7 - H+AL; P, K, Cu, Zn, Fe, Mn, extrator Mehlich-1 (DEFELIPO;
RIBEIRO, 1981); B, dgua quente (BERGER; TRUOG, 1939); V, indice de saturagdo por bases; m, indice
de saturag@o por aluminio; MO, matéria organica; Prem, P remanescente (ALVAREZ V. et al., 2000).
@ Ruiz (2005).

O déficit hidrico foi calculado de acordo com a curva de retencdo de dgua no
solo, realizada no laboratério (Grafico 1). Os resultados de retencdo foram interpolados
pela equacdo de Van Genuchten (eq. 1), que descreve o comportamento da umidade do

solo em funcdo da tensdo.

fs — Or
[1 + (xlFm)]™ (eq. 1)

Bv = 6r ¢4

em que:
) . 3 3
0 = umidade a base de volume, em cm” cm™;

3 .3
cm’”;

Or = umidade residual, em cm

. ~ 33
0s = umidade de saturacdo, em cm” cm;
Wm = potencial matricial, em cm; e

o, m, n = parametros do modelo.

O plantio do milho no experimento 1 foi feito de forma manual, semeando-se
trés sementes de milho por vaso, colocando-as a 3,0 cm de profundidade e a 5,0 cm de
distdncia entre si, na parte central do vaso. Apds a emergéncia delas, ocorrida em

20/03/2014, iniciou-se o desbaste, mantendo-se uma planta de milho por vaso.
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Grafico 1 - Curva de retengdo de agua no solo gerada pelo programa Soil Water
Retention Curve (versao 3.0).

O plantio do milho e de B. pilosa no experimento 2 foi realizado da seguinte
forma: para que a emergéncia das plantas ocorresse na mesma época, as sementes de
B. pilosa foram semeadas 12 dias antes do plantio do milho. Realizou-se o plantio
manual, semeando-se 10 sementes da planta daninha e trés sementes de milho por vaso,
colocando-as a 3,0 cm de profundidade e a 5,0 cm de distincia entre si, na parte central
do vaso. Apdés a emergéncia delas, ocorrida em 20/03/2014, iniciou-se o desbaste,
mantendo-se uma planta de milho e duas de B. pilosa por vaso.

A adubacio com micronutrientes, foi realizada aplicando-se no solo aos 17 dias
ap6és a emergéncia do milho, 1,39 mg dm? de H;BOs (4cido bérico); 2,61 mg dm?
CuCl,.2H,0 (cloreto de cobre di-hidratado), 2,03 mg dm? ZnCl, (cloreto de zinco) e
0,36 mg dm? de MoOs; (4cido molibdico). Na adubacio nitrogenada em cobertura, a
ureia foi aplicada na forma de solugdo e parcelada em duas aplicagdes: 50% com 5 a
7 folhas completamente expandidas, e 50% com 9 a 12 folhas.

O monitoramento da umidade no solo foi feito na zona de maior atividade das
raizes (0-20 cm). Esse acompanhamento foi realizado indiretamente, por meio de
medidas da tensdo em que a dgua se encontra retida no solo. Essas medidas foram
obtidas utilizando-se o TS5 Minitensiémetro digital (INFIELD 5) com sensibilidade de
0,1 kPa.

A haste do tensidmetro foi instalada no sentido perpendicular ao solo, para aferir
na faixa de 10 cm de profundidade. As leituras foram realizadas a cada 24 horas, e o
volume de dgua aplicado por irrigagdo foi calculada o com base na curva de retengéo de
dgua no solo; toda irrigagdo realizada foi feita elevando-se a umidade do solo a

capacidade de campo (-10 kPa) e quando aplicado o déficit hidrico (-70 kPa). Com as
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tensdes observadas, foram calculadas as umidades correspondentes, a partir da curva de
retengdo. De posse dessas umidades e com a correspondente a capacidade de campo, foi

calculado o volume de reposicéo, por meio da equacgdo 2:
V = (Occ — Oawar) X 19.000 (eq. 2)

em que:

V = volume de 4gua, em cm’ ;
0.. = umidade na capacidade de campo, em cm’ cm’ ;

. - 33
Oawa = umidade na tensdo de cada tratamento, em cm” cm’; €

19000 = volume de solo no vaso, em cm’.

O estresse foi iniciado no estddio vegetativo das plantas de milho, precisamente
no estadio V5 (cinco folhas completamente expandidas: 10/04/2013) até o estadio V9

(nove folhas completamente expandidas: 01/05/2013), com duragéo de 21 dias.

Avaliacoes fisiolégicas

As medicdes fisiologicas foram realizadas aos 41 dias ap6s a emergéncia
(21 dias apds as plantas estarem em condi¢gdes de limita¢do hidrica). Nessa ocasido, as
plantas de milho apresentavam de oito a nove folhas completamente expandidas
(estddio V8-V9). As coletas de dados foram realizadas entre 6h30 e 10h, para que a
diferenca de temperatura e umidade ndo interferisse de forma significativa nas
avaliagdes, obtendo-se assim, o maximo potencial fotossintético das plantas.

A fluorescéncia da clorofila a foi obtida utilizando-se o fluordmetro portétil
modelo Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p (Opti-Sciences). As andlises foram
feitas seguindo a metodologia de Genty et al. (1989), avaliando-se a emissdo da
fluorescéncia da clorofila na superficie adaxial das folhas.

Apé6s adaptacdo de 30 minutos no escuro e temperatura controlada (26 °C)
(acondicionamento das folhas com ajuda de clipes foliares), foi medida a fluorescéncia
minima (Fo) com luz suficientemente baixa, evitando reagdes fotoquimicas, bem como
a fluorescéncia maxima (Fm), obtida quando todos os centros de reacdo do PSII estdo
fechados (oxidados), isto €, no estado adaptado ao escuro, aplicando-se por 0,8 segundo

um pulso de luz saturante de 7.000 um de fétons m~?s?. Nas amostras adaptadas ao
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escuro, foram obtidas a fluorescéncia varidvel, Fv = (Fm-Fo); a maxima eficiéncia do
fotossistema (PSII) ou o rendimento quantico maximo (potencial) do PSII (F,/F,,), a
eficiéncia quéntica mixima do processo fotoquimico no PSII (F\/F,); e a producdo
quantica basal dos processos ndo fotoquimicos no PSII, calculada pela razdao F,/F,
(ROHACEK, 2002).

Determinados os parametros no estado adaptado ao escuro, as folhas foram
submetidas a um pulso de luz saturante, com intensidade de 1.500 umol fétons m?s’e
duragdo de 15 segundos, para as determinac¢des dos parametros do estado adaptado a
luz. Os parimetros adaptados a luz obtidos foram: Fms - fluorescéncia maxima;
quenching fotoquimico, calculado como gP = (Fms-Fs)/ (Fms-Fo’); e quenching ndo
fotoquimico, ou dissipacdo ndo fotoquimica, calculado como NPQ = (Fm-Fms)/Fms.
Outros parametros obtidos foram: taxa de transporte de elétrons (ETR) = [(Fms-Fs/Fms)
x PPFD x 0,5 x 0,84, que equivale a (producdo de quantum do PSII) x (medida da
radiagdo fotossinteticamente ativa, em pMols elétrons m?s') x (coeficiente de
absorcdo da folha) x (fragdo de luz absorvida pelo complexo antena do PSII), sendo
uma medida da separacdo de cargas do centro de reagdo do PSII; e o rendimento
quantico efetivo do PSII adaptada a luz (PSII): Y = Fms —F/Fms = AF/Fm’ (VAN
KOOTEN; SNEL, 1990).

Foi determinado também o teor de clorofila (TC) utilizando o aparelho medidor
manual Minolta SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development). O teor de clorofila foi
medido através da média obtida por trés amostras simples, coletadas na folha mais
jovem completamente desenvolvida. Para cada folha amostrada, foram realizadas
medi¢des na base (10 cm do colmo), na parte mediana e na parte final da folha (préximo
10 cm do 4pice). As trés medicdes foram gravadas automaticamente, e a média foi
obtida no proprio equipamento. As leituras efetuadas pelo medidor portatil de clorofila
correspondem ao teor relativo de clorofila presente na folha da planta.

Na mesma folha, foram realizadas medi¢des com um IRGA Infrared Gas
Analyser, LI-6400 (LI-COR). Foi utilizado o fator de luminosidade para medicdes de
1.500 moles de fétons m™ s™. As avaliagdes foram feitas dentro de cada bloco por vez,
avaliando-se sequencialmente todos os tratamentos, para que as condi¢cdes climdticas
fossem semelhantes. Foram escolhidas para avaliacdo folhas totalmente expandidas
ausentes de qualquer anormalidade visual.

As varidveis obtidas com o IRGA foram:

a) Taxa fotossintética (A — pmol CO, m?2s?).
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b) Transpiracdo (E — mmol H,O m?s™t).

¢) Condutancia estomética (gs — mol H,O m? s'l).

d) Carbono consumido (AC — umol CO, sl) a partir do CO; de referéncia e o CO, na
camara de avaliagdo.

e) Relacdo Ci/Ca - concentragdo intercelular de CO, no mesofilo sobre a concentracéo
de CO; externa atual (umol CO,).

f) Eficiéncia do uso da dgua (EUA) — CO, fixado na fotossintese/H,O transpirada via

estdmatos (umol CO, m~ s mmol H,O m™ s'l).

Anadlise estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos & andlise de varidncia, e as médias,
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significincia, utilizando-se o programa

estatistico SAEG (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de milho emergiram trés dias apds o plantio. O tempo de emergéncia
normalmente estd relacionado as condi¢les climdticas. Os valores de temperaturas
minimas e maximas (médias de 16,5°C e 32,5 °C, respectivamente) e de umidade
relativa do ar (média de 85,3%) obtidos dentro da casa de vegetacdo durante a
realizacdo do experimento foram considerados ideais para o pleno desenvolvimento das
plantas de milho.

No momento em que foram realizadas as medi¢cOes, a temperatura estava
préoxima de 28 °C, com umidade relativa em torno de 65%. A temperatura maxima

obtida no dia foi de 37 °C, e a UR média ficou préxima de 85% (Figuras 1 e 2).

45 4
40 -
.35 1
2% |
= 20 _\ﬁ,’--“kq.’ﬁl ~ &
15 -+ "-.,\' whalamrvtmracwl, o
10
5 4
0 T T T T T T T T T T T T T T T

o192 305 J)? J74><3299- 69258,
NN N A AT ez? S s 9555 e

Dia/Més

Figura 1 - Temperaturas (mdximas e minimas) observadas na casa de vegetagdo durante
a conducao do experimento, em Vicosa-MG, 2013.
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Figura 2 - Umidade relativa média do ar obtida diariamente dentro da casa de
vegetacdo durante o experimento, em Vigosa-MG, no ano de 2013.

Experimento 1 - Desempenho de cultivares de milho isogénicas (Bf e nao-Bf) no
estadio vegetativo (V9) sob condicoes 6tima e de déficit hidrico

Na Tabela 2, verifica-se que no desdobramento da interagc@o tripla ndo houve
diferenca entre os hibridos convencionais dentro da condi¢do de déficit hidrico (CE)
para fluorescéncia varidvel (Fv). O mesmo foi observado entre os transgénicos
avaliados. Contudo, entre os hibridos convencionais, na condi¢do sem déficit hidrico o
hibrido 30A95 foi superior ao BG 7049. Nessa condicdo, para as cultivares
transgénicos, os hibridos 2B707 e BG 7049 foram iguais e superiores ao 30A95.
Entretanto, na condicdo de déficit hidrico ndo houve diferenca entre os hibridos
convencionais e transgénicos. Quando o solo estava na capacidade de campo, a cultivar
convencional 30A95 apresentou maior Fv do que sua isogé€nica. Para os demais
tratamentos, ndo houve diferengas consideraveis (Tabela 2).

Para a variavel NPQ (dissipagdo de energia por calor) (Tabela?2), ndo se
observaram diferencas dentro do cultivo CE tanto entre hibridos convencionais ou
transgeénicos, quanto na comparacio de convencionais com transgénicos. Entretanto, na
condicdo SE, verificou-se, entre os transgénicos, que o 2B707 foi superior ao BG 7049,
que nao diferiu do 30A95. Na mesma Tabela, ao se comparar o NPQ dos isogénicos do
hibrido 30A95 na mesma condicdo (SE), constatou-se que o convencional foi inferior ao
transgénico, o que justifica a maior Fv para este hibrido (Tabela 2).

Na Tabela 3, o unico hibrido que apresentou diferenca entre as duas condi¢des
hidricas foi o 30A95 convencional, com maior média de Fv na condi¢do SE. A Fv
representa o fluxo de elétrons do centro de reagdo do PSII (P680) até a plastoquinona
(PQH,), ou seja, mostra a eficiéncia do processo de transferéncia de energia e atividade
do cloroplasto. Desse modo, o fluxo de elétrons no PSII indica a taxa global de

fotossintese, o que torna possivel estimar o desempenho fotossintético de maneira quase
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instantdnea (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Na pratica, a redu¢do de Fv indica perda
de funcao dos cloroplastos (MIR et al., 1998), enquanto Santex et al. (1992) associam a
diminuicdo dessa varidvel com a reducdo dos teores de clorofila. Na mesma Tabela, ndo
foram observadas diferencas do NPQ das cultivares entre as condicdes de cultivo
(CE e SE).

Esses resultados obtidos entre as cultivares isogé€nicas podem refletir a maior
capacidade de tolerar as condic¢des fotoinibitérias provocadas pelo excesso de energia
luminosa. Basicamente, NPQ é composto por trés componentes: NPQg (relacionado ao
gradiente de H* através da membrana do tilacoide), NPQr (relacionado 2 distribui¢do de
energia de excitacdo entre os dois fotossistemas, regulada pela fosforilacio e
desfosforilagdo do centro de reacdao) e NPQ (relacionado a fotoinibi¢ao da fotossintese)
(KRAUSE; WEIS, 1991).

Nesse caso, para o 30A95 transgénico, o NPQg provavelmente foi o principal
componente de dissipagdo ndo fotoquimico (dissipacdo da energia ndo radiativa), pois
estd linearmente relacionado 2 concentragio de H' dentro dos tilacoides dos
cloroplastos, sendo responsavel pela reducio de até 90% de Fv, segundo Briantais et al.,
(1979) e Krause e Weis (1991), a qual pode ser observada neste experimento.

Assim, pode ocorrer a ativag¢do do ciclo das xantofilas devido a alta intensidade
luminosa, que estd envolvida na dissipag@o de energia através do aumento do contéudo
de zeaxantina, seja pela conver¢do enzimatica da violaxantina, seja pelo préprio
aumento da sintese desse pigmento (DEMMING-ADAMS et al., 1999). Isso, em certos
casos, pode acelerar a senescéncia da folha, devido a maior degradagdo dos pigmentos
pelas espécies reativas de oxigénio (ERO), que, em condi¢do de déficit hidrico, tém sua
producdo aumentada (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

Quanto aos efeitos dos tratamentos sobre a fluorescéncia maxima (Fm),
observou-se significincia para o fator Gene (Tabela 4). Na presenca do gene Bt houve
reducdo da Fm, quando comparada a cultivar sem o gene.

A redugdo da Fm em espécies de metabolismo C4, segundo Silva et al. (2006),
pode ser devido a maior suscetibilidade ao déficit hidrico, porém, ap6s 10 dias de déficit
hidrico, os valores de Fm decresceram em todas as espécies. Para esses autores, essas
diferencas se deveram a variacdes nas propriedades dos aceptores de elétrons do PSII,
causadas por mudancas conformacionais induzidas pelo estresse no principal
constituinte do complexo proteico que forma o PSII: a proteina D1 (BULKHOV et al.,
1999, TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Tabela 2 - Valores médios de fluorescéncia variavel (Fv) e dissipagdo ndo fotoquimica (NPQ) para as respectivas combinagdes de hibrido, gene
e disponibilidade hidrica. Vicosa-MG, 2013

Fv NPQ
Hibrido CE SE CE SE
Nao-Bt Bt Nao-Bt Bt Nao-Bt Bt Nao-Bt Bt
Agromen 30A95 2379,80 aA 2295,60 aA 2878,80 aA 2210,20 bB 0,962 aA 1,186 aA 0,904 aB 1,345 abA
Dow 2B707 2429,00 aA 2394,60 aA 2633,80 abA  2696,20 aA 1,178 aA 1,355 aA 1,269 aA 1,503 aA
BG 7049 2750,80 aA 2413,75 aA 2436,80 bA 2359,20 abA 1,356 aA 1,168 aA 1,108 aA 1,193 bA

* Médias seguidas de mesma letra, mindsculas nas colunas maitisculas nas linhas, para cada varidvel em cada disponibilidade hidrica, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE — sem estresse; gene: Ndo-Bf — convencional e Bt — transgénico.

Tabela 3 - Valores médios de fluorescéncia varidavel (Fv) e dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ) para as respectivas combinagdo de hibrido, gene e
disponibilidade hidrica. Vigosa-MG, 2013

Fv NPQ
Hibrido Nao-Bt Bt Nao-Bt Bt
CE SE CE SE CE SE CE SE
Agromen 30A95 2379,80 b 2878,80 a 2295,60 a 2210,20 a 0,962 a 0,904 a 1,186 a 1,345 a
Dow 2B707 2429,00 a 2633,80 a 2394,60 a 2696,20 a 1,178 a 1,269 a 1,355 a 1,503 a
BG 7049 2750,80 a 2436,80 a 2413,75 a 2359,20 a 1,356 a 1,108 a 1,168 a 1,193 a

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas nfo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Gene: Nao-Bf — convencional e Bt — transgénico;
disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE — sem estresse.
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Tabela 4 - Valores médios de fluorescéncia maxima (Fm) em plantas com ou sem o
gene Bt cultivadas em casa de vegetacdo. Vigosa-MG, 2013

Gene Fm
Nao-Bt 3346,73 a
Bt 3133,20b

* Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas nio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

Segundo Baker (2008), a diminui¢do dos valores absolutos de Fm caracteriza
deficiéncias de fotorredu¢do da quinona A (quinona receptora primaria estivel de
elétrons do PSII). Esta pode estar associada a inativagdo do PSII nas membranas
tilacoidais, afetando diretamente o fluxo de elétrons entre os fotossistemas, os quais,
ejetados dos seus atomos, podem alcancar a Qa, mas, pela presenca de algum
bloqueador do fluxo eletrdnico ou falta de demanda na produ¢do de NADPH ou ATP ou
ferrodoxina, retornam as suas moléculas de origem (BAKER, 2008).

O aumento de temperatura pode contribuir para a redugdo da Fm. De acordo
com Bertamini e Nedunchezhian (2003), a diminui¢do da Fm sem alterar a Fy como
observado nesse caso, pode estar relacionada ao aumento na dissipacdo térmica
proporcionada pela desativacdo de centro de reagdo do FSII. Esse fato ndo impede a
ocorréncia de danos nos centros de reacdes do FSII (GREER, 1995).

Para o teor de clorofila (SPAD), houve diferengas para fator Hibrido (Tabela 5)
e também para interacdo entre Gene e Disponibilidade Hidrica (Tabela 6). Entre os
diferentes hibridos, verificou-se que o 2B707 e BG 7049 foram iguais entre si e
superiores ao 30A95, o que pode ser justificado, provavelmente, por diferencas

encontradas entre gendtipos de natureza genética distinta.

Tabela 5 - Valores médios do teor de clorofila (SPAD) para os diferentes hibridos de
milho cultivados em casa de vegetagdo. Vigosa-MG, 2013

Hibrido | SPAD
Agromen 30A95 37,125 b
Dow 2B707 44,065 a
BG 7049 40,840 a

* Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas nio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

Na Tabela 6, foram comparadas médias do teor de clorofilas de plantas que

possuem o gene Bt com as que ndo o possuem (ndo-Bt), na mesma condi¢do de cultivo
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ou entre essas condicdes estabelecidas (CE ou SE). Dessa forma, houve diferenca entre
as cultivares convencionais e transgé€nicas cultivadas em estresse (CE), em que as

cultivares ndo-Bt apresentaram maior teor de clorofilas que aquelas com o gene.

Tabela 6 - Valores médios do teor de clorofila (SPAD) na combinagdo de gene e
disponibilidade hidrica, obtidos em hibridos de milho cultivados em casa de
vegetacdo. Vicosa-MG, 2013

SPAD
Gene
CE SE
Nao-Bt 41,09 aA 41,81 aA
Bt 36,94 bB 42 .85 aA

* Médias seguidas de mesma letra, mintdscula nas colunas e maitscula na linha ndo diferem entre si a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE — sem estresse.

Corroborando esses resultados, Caires et al. (2010) verificaram esse mesmo
comportamento de cultivares isogénicas de soja frente a escassez de dgua. De acordo
com Latham et al. (2006) e Zolla et al. (2008), o T-DNA pode causar mutacdes
inesperadas em plantas. Estudando plantas transgénicas de arroz, batata e cevada
transformadas por Agrobacterium, estes autores encontraram grande porcentagem de
T-DNA inserido dentro de sequéncias codificantes ou sequéncias regulatérias
conhecidas. Segundo eles, podem ser observadas dele¢des e rearranjos cromossomicos,
0 que pode resultar em plantas com fendtipos inesperados e potencialmente danosos.

Ainda na Tabela 6, verifica-se que as cultivares convencionais ndo apresentaram
diferencas no teor de clorofilas quando avaliadas em condi¢do de déficit hidrico,
mantendo o mesmo padrdo do cultivo na condicdo hidrica ideal. Entretanto, ndo se
observou o mesmo comportamento para as cultivares transgénicas, nas quais houve
reducdo desses pigmentos na condicdo de déficit hidrico, em comparagdo a condicdo
sem estresse. Isso foi observado também por Caires et al. (2010) em cultivares
isogénicas de soja, onde ocorreu degradacio abrupta da clorofila foliar de variedades
transgénicas.

Em diversas culturas, a deficiéncia hidrica induz redug@o do teor de clorofilas.
Isso com frequéncia resulta em menor rendimento da cultura (GRZESIAK et al., 2007;
TAIZ; ZEIGER, 2009). A imposicdo de fatores adicionais de estresse durante a
exposicdo a altas irradiancias aumenta o potencial de efeitos fotoinibidores. A exposicdo
prolongada das plantas a excessos de luminosidade pode resultar na fotodestrui¢ao dos

pigmentos fotossintéticos (MAXWELL; JOHNSON, 2000, DIAS; MARENCO, 2006).
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Para as caracteristicas F,/F,, F,/F,, F.,/F, e AC, foi desdobrada a interacio
Hibrido e Gene, comparando-se os hibridos convencionais ou transgé€nicos entre si, ou
analisando os convencionais versus transgénicos (Tabela 7). Observam-se, nesta tabela,
resultados semelhantes para as varidveis rendimento quantico efeitivo (F\/Fy,),
eficiéncia maxima do processo fotoquimico no FSII (F\/F,) e producdo quintica basal
dos processos ndo fotoquimicos no FSII (F,/F,,). Estes apresentaram diferenga somente
para a comparagdo entre cultivares isogénicas do hibrido 30A95. Para F./F,, e F./F,, as
médias do hibrido convencional foram superiores as do transgénico. Contudo, no
sentido contrério, o hibrido convencional apresentou F,/F,, inferior a do transgénico.

A relagdo F\/F,, vem sendo frequentemente utilizada para detectar perturbagcdes
no sistema fotossintético causadas por estresses abidticos e bidticos, visto que a
diminuicdo dela, indica inibicdo da atividade fotoquimica. Essa relacdo € uma
estimativa da eficiéncia quéntica mdxima da atividade fotoquimica do FSII, quando
todos os centros de reacdo do PSII estdo abertos (BAKER; ROSENQVST, 2004);
valores compreendidos entre 0,75 e 0,85 demonstram auséncia de danos nas reacdes
fotoquimicas por meio de eficiente conversdo da energia luminosa em nivel de FSII
(BOLHAR-NORDENKAMEPEF et al., 1989).

Para Critchley (1998), em valores de F\/F, abaixo de 0,725, certamente as
folhas estardo submetidas a danos fotoinibitérios, o que ndo chegou a ser observado
entre as cultivares avaliadas neste trabalho (Tabela 7), ou seja, a presenca do gene
afetou as relacdes supracitadas, porém ndo chegou a ser considerado dano fotoinibitdrio,
e sim um menor rendimento quéntico maximo, associado possivelmente a natureza
genética deste e sua interacdo com o gene Bt para essa condicao.

Segundo Forbach et al. (2003) e Latham et al. (2006), sequéncias inclusas
inseridas em transgenes dentro do T-DNA, como os promotores, terminadores ou
marcadores de resisténcia a antibidtico, podem alterar a expressdo de genes vizinhos.
Outro tipo de mutagdo descrito pelos autores sdao as mutacdes ao longo do genoma, o
que pode alterar o comportamento de plantas transformadas, além da relacionada ao
gene de interesse.

Pode-se inferir que a cultivar convencional desse hibrido apresentou melhor
desempenho com maior F\/F,, e F\/F, e com menor F,/F,, o que caracteriza melhor
desempenho fisioldgico, comparado ao seu transgénico. Na literatura sdo encontrados
resultados distintos de F,/F, em resposta ao déficit hidrico do solo. Lichtenthaler e

Miehé (1997) afirmam que, em geral, as plantas de milho apresentam sintomas
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caracteristicos em seu aparato fotossintético, tal como rdpido decréscimo na relacdo
F./F,, sempre que o solo seca. Molinari et al. (2007), estudando linhagens de cana
transgénica, observaram diferenga 65% maior do que em plantas controle em déficit
hidrico, para esse pardmetro. Desse modo, ao se compararem cultivares tolerantes com
cultivares sensiveis, houve redugdes significativas de F,/F,, nas plantas sensiveis, como
na cultura do sorgo (PEIXOTO et al., 2002; MOREIRA et al., 2013).

Neste trabalho, optou-se por avaliar as relacdes F./F,, e F,/F,, visto que elas sdo
as mais representativas do estado fotoquimico das folhas ou mesmo indicadores de
estresses (ZANANDREA et al., 2006; MOREIRA et al., 2013). Assim, estes utilizam a
relacdo F\/F, como indicador da eficiéncia maxima do processo fotoquimico no FSII
e/ou da atividade fotossintética potencial (razdo maxima de produgdo quantica dos
processos concorrentes fotoquimicos e ndo fotoquimicos no (FSII), apresentando
valores entre 4 e 6.

No entanto, F,/F,, indica a producio quantica basal do processo nao fotoquimico
no FSII, apresentando como componentes implicitos: a) a produg¢do quantica minima no
estado adaptado ao escuro (DAS) (PFo); e b) a producdo quéntica de dissipacdo térmica
dentro do FSII em DAS (®Do); dessa forma: F,/F,, = ®Fo + ®Do (ROHACEK;
BARTAK, 1999). Tem-se a utilizacio do aumento dessa relacio como indicativo de
estresse, sugerindo valores normais, ou seja, valores preconizados como padrio, entre
0,14 e 0,20 (ROHACEK, 2002).

Assim, verifica-se que as plantas estavam sob estresse, sendo mais provavel por
altas temperaturas (Figura 1), o que resultou em médias de F,/F,, em torno de 0,23 e
F\/F, proximo de 3,30, porém sem afetar consideravelmente o F,/F,, que, em média,
ficou acima de 0,75 (Tabela 7).

Ao se avaliar o carbono consumido (AC), houve diferencas somente entre os
transgénicos cultivados; o 2B707 foi superior aos demais, que nio diferiram entre si.
Além de apresentar comportamento diferenciado entre os transgénicos, nota-se que o
carbono consumido no hibrido 2B707 transgénico foi superior ao seu convencional

(Tabela 7).

Na Tabela 8, observaram-se diferencas entre as médias de transpiracido (E),
condutancia estomadtica (g,), taxa fotossintética (A), clorofildbmetro (SPAD),
fluorescéncia inicial (F,), rendimento quantico maximo (F\/F,), producdo quintica
basal dos processos ndo fotoquimicos no PSII (F,/F,) e coeficiente de extingdo

fotoquimico (¢gP) de plantas de milho para o fator Disponibilidade Hidrica.
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Tabela 7 - Valores médios de rendimento quantico maximo (F,/F;,), produ¢do quantica basal dos processos nio fotoquimicos no PSII (F,/F,,),
eficiéncia maxima do processo fotoquimico no FSII (F,/F,) e carbono consumido (AC) na combinacdo entre hibrido e gene.
Vigosa-MG, 2013

AC
Hibrido FJFy FolE EIE, (umol CO,)
Nio-Bt Bt Nio-Bt Bt Nio-Bt Bt Nio-Bt Bt
Agromen 30A95 0,772 aA 0,753 aB 0,222 aB 0,246 aA 3,545 aA 3,074 aB 209,01 aA 234,36 bA
Dow 2B707 0,751 aA 0,771 aA 0,243 aA 0,227 aA 3,209 aA 3,434 aA 234,26 aB 328,53 aA
BG 7049 0,773 aA 0,764 aA 0,222 aA 0,236 aA 3,504 aA 3,303 aA 263,10 aA 234,40 bA

* Médias seguidas de mesma letra, mindscula nas colunas maidscula na linha, para cada varidvel, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Gene:
Nao-Bt — convencional e Bt — transgénico.

Tabela 8 - Valores médios de transpiragdo (E), condutincia estomatica (g;), taxa fotossintética (A), teor de clorofila (SPAD), fluorescéncia inicial
(F,), rendimento quintico maximo (F,/F,,), produ¢cdo quantica basal dos processos ndo fotoquimicos no PSII (F,/F,), eficiéncia
maxima do processo fotoquimico no FSII (F,/F,) e coeficiente de extingdo fotoquimico (¢P) de plantas de milho nas diferentes
disponibilidades hidricas. Vicosa-MG, 2013

Disponibilidade E gs A
P SPAD F, F,/F, F,F, F./F, P
Hidrica (mmol H,O m?s™) (mol HLO m™s™) (umol CO, m™”s™) 1
CE 2,691 b 0,070 b 9,983 b 39,02 b 767,1 a 0,762 b 0,242 a 3,164 b 0,777 b
SE 5,306 a 0,177 a 21,442 a 4233 a 723,0b 0,786 a 0,223 b 3,525 a 0,823 a

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e
SE — sem estresse.
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As plantas cultivadas sem estresse apresentaram FE, g, A, SPAD, F./F,, F./F, e
gP superiores, em comparacao ao cultivo em déficit hidrico. Entretanto, os resultados

para as variaveis F, e F,/F,, foram o inverso em relacio as varidveis anteriores.

2z

A resposta mais comum ao déficit hidrico é o fechamento estomdtico, que
provoca reducdes na taxa de fotossintese, pois reduz a disponibilidade de CO,
(SANTOS et al., 2009; XU et al.,, 2008). Os dados observados neste trabalho
corroboram essa afirmativa, uma vez que no tratamento sem estresse, quanto maior a
taxa fotossintetica, maior a condutincia estomditica. Eamus e Shananhan (2013)
mostraram que a resposta da condutincia estomdtica ao déficit de pressdo de vapor
depende do estado hidrico das folhas, sendo a condutincia normalmente mais sensivel a
baixos potenciais de 4dgua. Nessa condi¢do, as plantas podem apresentar menor
eficiéncia fotossintética, causada pelo inicio dos processos de fotoinibi¢do, quando a
capacidade de fotoprotecdo é excedida, sendo indicado pelo declinio na relacdo F\/F),
(Tabela 8). O déficit hidrico causou queda em F\/F,, e aumento em F,, podendo indicar
possivel inicio da destruicdo da estrutura das membranas dos tilacoides (OSMOND,

1994).

Assim, aumentos de F, podem ocorrer, mas quando ha dano no centro de reacdo
do fotossistema II ou por redugdo na transferéncia de energia de excitacdo do sistema
coletor de luz para o centro de reacio (BAKER; ROSENQVIST, 2004), o que de certa
forma incrementou a relacdo F,/F,, devido a manutencio de Fm, confirmando a
presencga de estresse e danos fotoinibitérios. Desse modo, observa-se que, sob estresse
severo e prolongado, limitacdes ndo estomdticas (bioquimicas) comecam a ocorrer.
Segundo Ghannoum (2009) e Eamus e Shananhan (2013), a fotossintese no milho sob

déficit hidrico ainda tem sido pouco estudada.

As medi¢des de emissdo de fluorescéncia da clorofila demonstraram a
fotoinibi¢do crdnica nas plantas de milho, como demonstrado pela diminuicao de F\,/F,,
diante da resposta observada ao estresse. Contudo, sugere-se que a reducdo dos valores
de F,/F, possa ter ocorrido devido a um ajuste fotoquimico, relacionado principalmente
a diminuicdo do teor de clorofilas em nivel foliar, observada por meio dos valores do
indice indireto do teor de clorofilas no tratamento com estresse, levando,

consequentemente, a uma redugfo na capacidade de coleta de luz pelas plantas.

Sabe-se que a molécula de clorofila € constantemente sintetizada e destruida em

presenga de luz (foto-oxidacdo), porém, sob intensidade de radia¢do luminosa muito
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elevada, a velocidade de decomposicdo € maior, sendo o equilibrio estabelecido a uma

concentracdo mais baixa (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Parametros morfofisioldgicos, tanto da parte aérea quanto radicular, estdo
envolvidos em mecanismos de conservagdo de dgua. Foi observado enrolamento foliar
nas plantas CE, o que pode indicar adaptagdes para diminuir a interceptagdo da radiacio
e a drea de transpiracdo. Esse movimento foliar do milho favorece um microclima e
diminui a superficie de transpiracdo, levando a uma perda menor de dgua. Contudo, esse
enrolamento, se for prolongado, também pode levar a diminui¢do na captagdo de
energia e da fotossintese. Uma maior quantidade (células motoras presentes nas folhas)
e o maior tamanho dessas células promovem maior abertura da lamina foliar, expondo

uma area maior da folha de milho (SOUZA et al., 2013; ARAUS et al., 2011).

No geral, é importante frisar que o déficit hidrico, ao aumentar a perda de dgua
pela planta (E), tende a afetar a abertura dos estomatos (g;), 0 que, por consequéncia,
altera toda a fisiologia da planta, como observado, por exemplo, na taxa fotossintética

(A) (Tabela 8).

Experimento 2 - Desempenho de cultivares de milho isogénicas (Bt e nao-Bt) no
estadio vegetativo (V9) submetidas a competicio com plantas de Bidens pilosa em
condicoes 6tima e de déficit hidrico

Constatou-se que as varidveis SPAD e Fm foram significativas para o fator
Hibrido, sendo as médias apresentadas na Tabela 9. Veriicou-se interagdo dupla
(Hibrido e Disponibilidade Hidrica), com significincia para a caracteristica eficiéncia
no uso da dgua (EUA) (Tabela 10). Na Tabela 11, para o fator Disponibilidade Hidrica
foram estudadas a transpiracdo (E) e a fotossintese (A), sendo essas varidveis
comparadas também no fator Gene (Tabela 12), além da condutincia estomadtica (g;) e
da relacdo carbono interno da cimara subestomadtica/carbono externo (Ci/Ca), que
juntas foram significativas para esse fator.

Dessa forma, verificou-se na Tabela 9 que o teor de clorofila do 2B707 foi
superior ao de 30A95, porém esses nao diferiram significativamente dos do BG 7049. A
degradagdo da clorofila em nivel de folha pode ser um dos efeitos fisioldgicos
geneticamente controlados pela planta ou por intermédio de estresse causado por
diversos fatores bidticos e abidticos (NOODEN et al., 1997; BREEZE et al., 2011;
KONG et al., 2013), que estd relacionado também a reducdo da taxa fotossintética em

milho (HE et al., 2002; 2005).
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Tabela 9 - Valores médios do teor de clorofila (SPAD) e fluorescéncia maxima (Fm)
dos diferentes hibridos de milho. Vigosa-MG, 2013

Hibrido SPAD | Fin
Agromen 30A95 33755b 3275,200 ab
Dow 2B707 40445 a 3370,300 a
BG 7049 36595 ab 3093,100 b

* Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas nio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

Verificou-se que a fluorescéncia maxima do 2B707 foi superior a do BG 7049,
nao diferindo do 30A95 (Tabela9). Por se tratar de hibrido simples (2B707),
possivelmente seu maior potencial produtivo possa ter influenciado na diferenca
observada de clorofilas para os demais hibridos, que sdo triplos, o que interfere
diretamente na fluorescéncia em nivel de folha.

Constatou-se que os valores de Fm foram préximos a 3.000, sendo maiores
que o observado em cana-de-agicar por Gongalves e Santos Junior (2005), que
obtiveram 2.500, e por Duraes et al. (2000) em milho, com valores proximo a 1.800,
provavelmente devido as diferencgas genotipicas encontradas entre os trabalhos.

A diminuicdo dos valores absolutos de Fm caracteriza defici€ncias de
fotorredugdo da quinona A (quinona receptora primdria estavel de elétrons do PSII), que
podem estar associadas a inativacdo do PSII nas membranas tilacoidais, afetando
diretamente o fluxo de elétrons entre os fotossistemas. A Fm representa a energia
liberada ou perdida pelos elétrons que, ejetados dos seus dtomos, podem alcancgar a Qa,
mas, pela presenca de algum bloqueador do fluxo eletronico ou falta de demanda na
producdao de NADPH, ATP ou ferrodoxina, retornam as suas moléculas de origem
(BAKER, 2008).

Na Tabela 10, pode-se observar entre as médias de EUA que ndo houve qualquer
diferenca entre os hibridos dentro de cada condi¢do cultivada (com ou sem estresse).
Contudo, ao se analisar o comportamento de cada hibrido entre as condi¢des propostas,
verificou-se que a EUA apresentada pelo hibrido BG 7049 foi menor em déficit hidrico,
comparado ao cultivo sem estresse.

As médias das varidveis transpiracao foliar (£), condutincia estomadtica (gs), taxa
fotossintética (A) e razdo carbono interno e carbono externo (Ci/Ca) em plantas que

possuem ou ndo o gene Bt sdo apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 10 - Valores médios de eficiéncia do uso de dgua (EUA) de hibridos de milho
nas diferentes disponibilidades hidricas. Vicosa-MG, 2013

) EUA (mol CO,/mol H,O)
Hibrido
CE | SE
Agromen 30A95 3,57 aA 3,19 aA
Dow 2B707 3,28 aA 3,89 aA
BG 7049 2,79 aB 3,92 aA

* Médias seguidas de mesma letra, mindscula nas colunas e maidsculas na linha, ndo diferem entre si a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE — sem

estresse.

O resultado observado para E, g, e A seguiu o mesmo padrdo no fator Gene.
Assim, as cultivares convencionais apresentaram maior E, g e A e menor Ci/Ca do que
as transgénicas (Tabela 11). O aumento da razdo Ci/Ca nos transgénicos foi observado
possivelmente em consequéncia da menor taxa fotossintética, com maior quantidade de
CO; dentro da camara subestomatica, representada pelo aumento de Ci/Ca, mesmo com
a menor condutancia estomdtica. Dessa forma, pode-se dizer que reducdo da taxa
fotossintética ndo se deve a limitagcdo difusiva do CO,, e sim a limita¢do no potencial
fotoquimico ou bioquimico das plantas transgé€nicas de milho, como observado nessa

relagdo (A, gs e Ci/Ca).

Tabela 11 - Valores médios de transpiracio foliar (E), condutincia estomatica (gs), taxa
fotossintética (A) e razdo carbono interno e carbono externo (Ci/Ca) de
plantas de milho com ou sem o gene Bt. Vicosa-MG, 2013

E gs A Ci/Ca
Gene 2 2 2 -1
(mmol H,O m™s™) (mol Hb,Om™s™) (umol CO, m™“s™) (mol CO,)
Nao-Bt 3,430 a 0,879 a 23,105 a 0,340 b
Bt 2411b 0,566 b 17,997 b 0,420 a

* Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Para manutengdo da taxa de fotossintese com a reducdo da abertura estomatica,
ha necessidade de maior eficiéncia em consumir o carbono que se encontra
internamente ao mesofilo foliar (AC) e, assim, diminuir a razdo Ci/Ca. Lemos et al.
(2012), trabalhando com milho em competicdo com B. pilosa, observaram reducgdo da
gs, porém sem decréscimos na taxa fotossintética do milho. Mesmo com aumento da
limitacdo estomadtica e diminuicdo da concentracdo de CO,, a enzima fosfoenolpiruvato

carboxilase (PEP) atua eficientemente em baixos niveis de CO; (baixo Km) e
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especificamente como carboxilase, o que favorece a manutencdo do potencial

fotossintético de plantas C4 (TAIZ; ZEIGER, 2009), como € o caso do milho.

As varidveis E e A das plantas de milho foram significativas também para
disponibilidade hidrica. Assim, além dos convencionais apresentarem valores superiores
para essas duas varidveis fisioldgicas, verificou-se que, na condicdo de déficit hidrico,

houve reducdo da E e A quando comparada a condi¢do ideal (Tabela 12).

A resposta mais comum ao déficit hidrico € o fechamento estomdtico, que
provoca reducdes na taxa de fotossintese, pois reduz a disponibilidade de CO,
(SANTOS et al., 2009; XU et al., 2008). Os resultados desses autores corroboram em
parte os encontrados no presente estudo, pois, com a limitacdo hidrica, quanto menor a
capacidade de fotossintese e condutincia estomatica, maior a razdo do carbono interno
da camara subestomdtica e carbono externo, devido possivelmente a limitagcdes ndo
estomaticas, ou seja, danos bioquimicos ao aparato fotossintético (XU et al., 2008;

ARAUIJO; DEMINICIS, 2009).

Tabela 12 - Valores médios da transpiragdo foliar (E) e taxa fotossintética (A) de plantas
de milho nas diferentes disponibilidades hidricas. Vigosa-MG, 2013

. o P E A
Disponibilidade Hidrica (mol CO,/mol H,0) (umol CO, m? s
CE 2,386 b 18,109 b
SE 3,455 a 22,99 a

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE — sem estresse.

Diante dos resultados desses experimentos, conclui-se que, entre os hibridos
cultivados, o 30A95 apresentou maior variagdo entre suas cultivares isogénicas. Os
hibridos 2B707 e BG7049 tiveram desempenho fotossintético do transgénico semelhante
ao da convencional. A presenga do gene Bt proporciona maior sensibilidade aos hibridos
em limitagcdo hidrica. Ocorreu alteragdo no teor de clorofilas e na taxa fotossintética das
plantas de milho Bt, o que resultou em desempenho inferior, em comparacdo com o0s
convencionais (ndo-Bf). O déficit alterou afetou o potencial fotossintético do milho,
resultando em reducdes na transpiragdo, condutincia estomdtica, fotossintese liquida,
rendimento quéantico méximo do FSII, eficiéncia mdxima do processo fotoquimico no
FSII e teor de clorofila. A presenga do gene Bt reduziu o desempenho fotossintético
(fotossintese liquida, condutancia estomdtica e transpiracdo) do milho em competicdo

com B. pilosa, independentemente da condi¢do hidrica.
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ECOFISIOLOGIA DE CULTIVARES ISOGENICAS DE MILHO (Bt E NAO-By)
NO ESTADIO DE FLORESCIMENTO (R1) EM CONDICOES DE ESTRESSE

RESUMO

O comportamento de plantas de milho geneticamente modificadas, principalmente
quanto as possiveis interagdes entre genes, hibridos e ambiente, ainda é pouco
conhecido. Na busca de conhecimentos sobre esse assunto, realizou-se este trabalho
com o objetivo de avaliar o desempenho de cultivares isogénicas de milho (Bt e ndo-Br)
cultivadas em condigdes 6timas e de estresses bidticos e abidticos, quanto a fluorescéncia da
clorofila a, trocas gasosas e teor de clorofilas. Foram realizados dois experimentos: no
primeiro, avaliaram-se cultivares isogénicas de milho sob condi¢Ges 6timas e de limitacdo
hidrica; e, no segundo, esses materiais foram cultivados nessas condi¢des, em competicdo
com B. pilosa. Ambos os experimentos foram realizados em esquema fatorial 3 x 2 x 2, no
delineamento de blocos casualizados com cinco repeti¢des. O primeiro fator foi constituido
por tré€s hibridos de milho; o segundo, por dois tipos de cada hibrido (transgénicos com um
evento e convencional); e o terceiro foi o cultivo do milho na presenca ou auséncia do déficit
hidrico (60% e 100% da capacidade de campo). O déficit hidrico foi aplicado quando as
plantas de milho estavam no estiddio V6 ao V9, totalizando 21 dias de déficit hidrico, e
as avaliacOes fisiologicas foram realizadas no estddio R1 (florescimento) do milho.
Notou-se que, em condicao de déficit hidrico, a presenca do gene Bt nos hibridos 30A95
e 2B707 alterou positivamente o desempenho fotoquimico (taxa de transporte de
elétrons, rendimento quantico efetivo do PSII e quenching fotoquimico). No entanto, o
hibrido BG 7049 apresentou desempenho inferior com o gene Bf. A limitacdo hidrica
aplicada ndo alterou o comportamento fisiologico no estiddio de florescimento das
plantas de milho, em comparacdo a condicdo Otima, especificamente para as trocas
gasosas das plantas. Resultados semelhantes a esses foram observados quando as
cultivares isogénicas de milho (Bt e ndo-Bt) foram submetidas a competi¢do com B.
pilosa. O comportamento quanto ao potencial fotossintético das plantas de milho com o
gene Bt, em competicdo com B. pilosa, cultivadas com e sem déficit hidrico, ndo foi

alterado.

Palavras-chave: transgénico, convencional, fisiologia, competi¢do, Zea mays L.
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ECOPHYSIOLOGY OF INBRED MAIZE VARIETIES (Bt AND NON-Bf) AT THE
FLOWERING STAGE (R1) UNDER STRESS CONDITIONS

ABSTRACT

The behavior of genetically modified maize plants, especially in terms of possible
interactions between genes, hybrids and the environment, is still unknown. In search of
knowledge on this subject, this study was aimed at evaluating the performance of inbred
maize varieties (Bt and non-Bf) grown under optimal conditions and under biotic and
abiotic stresses as regards chlorophyll a fluorescence, gas exchange and chlorophyll
content. Two experiments were performed: the first one evaluated inbred maize varieties
under optimal conditions and water deficit; and in the second experiment, these materials
were grown under these conditions, in competition with B. pilosa. Both experiments were
conducted in a factorial 3 x 2 x 2 arrangement, in a randomized block design with five
replications. The first factor was composed of three maize hybrids; the second consisted of
two types of each hybrid (GM with one event, and inbred); and the third was maize cropping
in the presence or absence of water deficit (60% and 100% of field capacity). Water deficit
was applied when the maize plants were at stagesV6 to V9, totaling 21 days of water
deficit, and physiological measurements were carried out at stage R1 of maize
(flowering). It was noted that, under water deficit, the presence of the Bt gene in 30A95
and 2B707 hybrids positively changed photochemical performance (electron transport
rate, quantum efficiency of PSI and photochemical quenching). However, the hybrid
BG 7049 showed a lower performance with the Bt gene. The application of water deficit
did not alter the physiological behavior at the flowering stage of maize plants, compared
with the optimum condition, particularly for plant gas exchange. Similar results were
observed when inbred maize varieties (Bf and non-Bf) were subjected to competition
with B. pilosa. The behavior of the photosynthetic potential of maize plants with the
Bt gene, in competition with B. pilosa, grown with and without water deficit, has not

changed.

Keywords: GM, conventional, physiology, competition, Zea mays L.
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INTRODUCAO

A biotecnologia pode fornecer meios para o aumento da producio agricola pela
aplicagdo do conhecimento molecular da funcdo dos genes e das redes regulatdrias
envolvidas na tolerincia a estresse, desenvolvimento e crescimento de novas plantas
(TAKEDA; MATSUOKA, 2008). As novas cultivares, disponibilizadas no mercado,
apresentam elevado potencial genético, além de outras vantagens relativas aos aspectos
fitossanitarios e fisiolégicos, capazes de proporcionar alta produtividade (CRUZ et al.,
2014).

Alguns genes sdo utilizados na transformagdo génica de materiais vegetais, € um
bastante conhecido é o gene promotor, que tem por caracteristica o direcionamento da
expressdo do gene de interesse inserido. Nas transformagdes genéticas em milho, o mais
comumente utilizado é o promotor constitutivo CaMV35S e o Ubil, que expressa
durante todo o ciclo da planta e em todas as partes vegetais. Segundo os autores, iSO
gera custos para a planta que, em determinadas circunstancias, podem ser considerados
desnecessdrios, como em ambientes com baixa pressdo de insetos e em condicdes de
estresses abidticos, pois a alocacdo de recursos para o crescimento ou defesa é
determinada pela competi¢do por substrato comum e energia (GAYLER et al., 2004;
CARNEIRO et al., 2009; TAIZ; ZEIGER 2009).

Em milho, vérios estudos t€ém sido conduzidos com foco no desempenho
agrondmico de milho transgénico Bt, em comparagdo com o de seus homdlogos nao-Bt
(DILLEHAY et al., 2004; MA; SUBEDI, 2005; MUNGAI et al., 2005;. RASCO et al.,
2010; LAUER; WEDBERG, 1999; WERLE et al., 2011; COELHO, 2013), no qual
apresentam resultados que confirmam alteragdes morfofisiolégicas entre isogénicos,
além daquelas esperadas pela transformacdo genética, como diferencas em altura de
plantas, diametro de caule, drea foliar, intervalo entre florescimento masculino e
feminino e concentrag¢do de enzimas antioxidantes.

Variagdes morfofisioldgicas provocadas pela presenca de diferentes tipos de
estresse durante o ciclo da cultura podem ser utilizadas como importantes ferramentas
para se definir o potencial produtivo das cultivares isogé€nicas de milho. Existem poucas
informagdes acerca do comportamento fisioldgico das plantas transgénicas como meio
de justificar o suprimento de novos gastos metabdlicos obtidos com a expressdo de
genes de resisténcia a pragas e doengas ou tolerdncia a produtos quimicos. Nesse

sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho de cultivares isogénicas de
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milho (Bt e ndo-Bt) cultivadas em condi¢des 6timas e de estresses bidtico e abidtico, quanto

a fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e teor de clorofilas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo entre os meses de
mar¢o e junho de 2013, em esquema fatorial 3 x 2 x 2, no delineamento de blocos
casualizados com cinco repeti¢des. O primeiro fator foi constituido por trés hibridos de
milho (AGROMEN 30A95, DOW 2B707 e BG 7049). O segundo fator foram dois tipos
de cada hibrido utilizado: os transgé€nicos com o evento Bt [AGROMEN 30A95Hx (TC
1507), DOW 2B707Hx (TC 1507) e BG 7049Y (MON 810)], sendo os dois primeiros
da marca HerculexI® e o iltimo da marca YieldGard®; e os convencionais
(AGROMEN 30A95, DOW 2B707 e BG 7049). O terceiro fator foi a presenca ou ndo
do déficit hidrico (60% e 100% da capacidade de campo).

O delineamento experimental e os fatores supracitados foram utilizados em dois
experimentos distintos, descritos a seguir:

Experimento 1 - Avaliaram-se cultivares isogénicas de milho em condi¢des
otimas e de limitagéo hidrica.

Experimento 2 - Avaliaram-se cultivares isogénicas de milho em condi¢des
Otimas e de limitag@o hidrica em competi¢do com Bidens pilosa.

Todos os procedimentos e avaliagdes descritos a seguir foram realizados de
forma simultdnea em ambos os experimentos, porém estudados separadamente.

Para monitoramento da temperatura e umidade relativa do ar, foi instalado no
centro do experimento uma estagdo meteoroldgica sem fio, realizando-se as leituras
diariamente as 16h.

O célculo da soma térmica em graus-dia (GD) foi feito a partir da temperatura
média do ar, subtraida da temperatura-base. Assumiu-se que o desenvolvimento das
plantas foi constante abaixo da temperatura-base de 10 °C, conforme Monteith e Elston

(1996). Considerou-se a equagéo 1:

Florescimento

UrD= Y [(T,

mdx

+ Tmt’n ) / 2] - Tbase (eq 1)

Emergéncia
em que:

UTD = unidade térmica didria (°C);
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Tnax = temperatura mdxima do dia considerado (°C);
T, = temperatura minima do dia considerado (°C); e

Tpase = temperatura-base inferior.

O substrato utilizado para o cultivo das plantas foi constituido de amostras de
um Latossolo Vermelho-Amarelo (LVA) de textura argiloarenosa. Antes do enchimento
dos vasos, o solo foi seco ao ar, destorroado, passado em peneira com mesh de 20 mm e
corrigido com 0,045 kg de calcario dolomitico 100% PRNT/vaso contendo 33,0 L do
solo (3,0 t/ha do corretivo). Apos isso, manteve-se a umidade do solo com 60% da
capacidade de campo por dois meses, para finalmente realizar a adubag@o do substrato e
o plantio do milho, conforme andlise fisico-quimica do solo (Tabela 1).

A adubagdo de plantio foi feita utilizando-se adubacdo fosfatada (P,Os) de

3

160 mg dm™ e adubagdo potdssica (K»O) de 75 mgdm™, tendo-se como fontes o

susperfosfato simples e o cloreto de potdssio, respectivamente.

Tabela 1 - Resultados das andlises quimicas do Latossolo Vermelho-Amarelo utilizado
no experimento. Vicosa-MG

e P 1
Caracteristicas quimicas do solo "

pH Ca | Mg | Al |[H+AI| ¢ T P | K
(H,0) (cmol. dm™) (mg dm™)

4,2 0,30 0,10 0,80 6,50 4,59 7,52 1,00 39,1

Cu | 7n | Fe ‘ Mn | B Vv M, 0 Prem

(mg dm”, (%) (dagkg") | (mgL™")
0,18 0,30 99,00 2,50 0,18 40,2 0,01 0,89
Caracteristicas fisicas do solo®
Argila | Silte ‘ Areia fina | Areia Grossa
(dag kg™)
75 3 13 9

@ Determinacgdes: pH em dgua; solo:solugdo 1:2,5; Ca, Mg e Al, extrator KCI 1 mol Lt (EMBRAPA,
1997); Ca(OAc)2 0,5 mol L pH7 - H+AL; P, K, Cu, Zn, Fe, Mn, extrator Mehlich-1 (DEFELIPO;
RIBEIRO, 1981); B, agua quente (BERGER; TRUOG, 1939); V, indice de saturacdo por bases; m, indice
de saturag@o por aluminio; MO, matéria organica; Prem, P remanescente (ALVAREZ V. et al., 2000).
@ Ruiz (2005).

A parcela experimental foi composta por um vaso com capacidade de 30 dm’ e
altura de 40 cm, didmetro superior de 33 cm e didmetro inferior de 29 cm. Foi realizada

a adubacdo individual das parcelas, para maior homogeneizacio. Assim, o solo de cada
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vaso foi colocado em saco de rifia e, em seguida, os adubos foram incorporados por
meio de escarificagdo do solo, agitando-se a mistura solo-adubo em sacos de rifia. O
adubo 20-0-20 foi aplicado (3 g/vaso) em superficie; logo depois, foi feita a irrigacdo
manual, mantendo-os na capacidade de campo.

A aplicag@o do déficit hidrico foi calculada de acordo com a curva de retengio
de dgua no solo, realizada no laboratério (Grafico 1). Os resultados de retencdo foram
interpolados pela equacdo de Van Genuchten, dada a seguir (eq. 2), que descreve o

comportamento da umidade do solo em fun¢do da tensdo.

Oz — Or

v = 6 -
S T (eq. 2)

em que:

0 = umidade a base de volume, em cm’ cm'3;
Or = umidade residual, em cm’ cm'3;

0s = umidade de saturacdo, em cm’ cm'3;
Vm = Potencial matricial, em cm; e

o, m, n = parametros do modelo.

0.293

(0,387)

-——0wn

0.268 6=0,163 +

[1 + (1,3378 W)2,9209]0,1441

0.244 |
0.219

0.195

D=CcCe~0—03

0.170
10 383 755 1128 1500
Matric potential (kPa)

Grafico 1 - Curva de retencdo de dgua no solo gerada pelo programa Soil Water
Retention Curve (versdo 3.0).

O plantio do milho no experimento 1 foi feito de forma manual, semeando-se
trés sementes de milho por vaso, colocando-as a 3,0 cm de profundidade e a 5,0 cm de
distdncia entre si, na parte central do vaso. Apds a emergéncia delas, ocorrida em

20/03/2014, iniciou-se o desbaste, mantendo-se uma planta de milho por vaso.
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O plantio do milho e de B. pilosa, no experimento 2, foi realizado da seguinte
forma: para que a emergéncia das plantas ocorresse na mesma €poca, as sementes de
B. pilosa foram semeadas 12 dias antes do plantio do milho. Realizou-se o plantio
manual, semeando-se 10 sementes da planta daninha e trés sementes de milho por vaso,
colocando-as a 3,0 cm de profundidade e a 5,0 cm de distincia entre si, na parte central
do vaso. ApOs a emergéncia delas, ocorrida em 20/03/2014, iniciou-se o desbaste,
mantendo-se uma planta de milho e duas de B. pilosa por vaso.

A adubacdo com micronutrientes foi feita aplicando-se no solo, aos 17 dias apds
a emergéncia do milho, 1,39 mg dm> de H;BO; (4cido borico); 2,61 mg dm?
CuCl,.2H,0 (cloreto de cobre di-hidratado); 2,03 mg dm? ZnCl, (cloreto de zinco); e
0,36 mg dm™ MoOj3 (dcido molibdico). Na adubagdo nitrogenada em cobertura, a ureia
foi aplicada na forma de solucdo e parcelada em duas aplicacdes: 50% com 5 a 7 folhas
completamente expandidas, e 50% com 9 a 12 folhas.

O monitoramento da umidade no solo foi feita na zona de maior atividade das
raizes (0-20 cm). Esse acompanhamento foi realizado, indiretamente, por meio de
medidas da tensdo em que a dgua se encontra retida no solo. Essas medidas foram
obtidas utilizando o TS5 Minitensidmetro digital (INFIELD 5) com sensibilidade de
0,1 kPa.

A haste do tensidmetro foi instalada no sentido perpendicular ao solo, para aferir
na faixa de 10 cm de profundidade. As leituras foram realizadas a cada 24 horas, e o
volume de dgua aplicado por irrigagdo foi calculado com base na curva de retencdo de
dgua no solo; toda irrigacdo foi feita elevando-se a umidade do solo a capacidade de
campo (-10kPa) e quando aplicado o déficit hidrico (-70 kPa). Com as tensdes
observadas, foram calculadas as umidades correspondentes, a partir da curva de
retengdo. De posse dessas umidades e com a correspondente a capacidade de campo, foi

calculado o volume de reposi¢do por meio da equacao 3:

V = (0cc — Oawa) X 19.000 (eq. 3)

em que:

p 3
V = Volume de dgua, em cm’;

. . 3 .3
0.. = umidade na capacidade de campo, em cm” cm™;

Oawa = umidade na tensdo de cada tratamento, em cm’ cm’3; e

19000 = volume de solo no vaso, em cm’.
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O estresse foi iniciado no estddio vegetativo das plantas de milho, precisamente
no estddio V5 (cinco folhas completamente expandidas: 10/04/2013) até o estddio V9

(nove folhas completamente expandidas: 01/05/2013), com duragado de 21 dias.

Avaliacoes fisiolégicas

As medicdes fisioldgicas nos dois experimentos foram feitas aos 60 dias apds
emergéncia (antes do segundo déficit hidrico, ou seja, com 50% das plantas com estilo-
estigmas visiveis). As coletas de dados foram realizadas entre 6h30 e 10hs da manha,
para que a diferenca de temperatura e umidade nao interferisse de forma significativa
nas avaliagdes, obtendo-se assim o maximo potencial fotossintético das plantas.

A fluorescéncia da clorofila a foi obtida utilizado o fluor6metro portatil, modelo
Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p (Opti-Sciences). As andlises foram feitas
seguindo a metodologia de Genty et al. (1989), avaliando a emissdo da fluorescéncia da
clorofila na superficie adaxial das folhas.

Apés adaptacdo de 30 minutos no escuro e temperatura controlada (26 °C)
(acondicionamento das folhas com ajuda de clipes foliares), foi medida a fluorescéncia
minima (Fo) com luz suficientemente baixa, evitando reacdes fotoquimicas e foi medida
também a fluorescéncia maxima (Fm), obtida quando todos os centros de reagdo do PSII
estavam fechados (oxidados), isto é, no estado adaptado ao escuro; aplicando-se por
0,8 segundo um pulso de luz saturante de 7.000 um de fétons m?s?. Nas amostras
adaptadas ao escuro, foram obtidos a fluorescéncia varidvel, Fv = (Fm-Fo); a maxima
eficiéncia do fotossistema (PSII) ou o rendimento quantico maximo (potencial) do PSII
(F,/F,); a eficiéncia quantica maxima do processo fotoquimico no PSII (F,/F,); e a
producdo quantica basal dos processos niao fotoquimicos no PSII, calculada pela razio
F,/F,, (ROHACEK, 2002).

Determinados os parametros no estado adaptado ao escuro, as folhas foram
submetidas a um pulso de luz saturante, com intensidade de 1.500 pmol fétons m?s’e
duragdo de 15 segundos, para as determinac¢des dos parametros do estado adaptado a
luz. Os parametros adaptados a luz obtidos foram: Fms - fluorescéncia maxima; o
quenching fotoquimico, calculado como gP = (Fms-Fs)/ (Fms-Fo’), e o quenching ndo
fotoquimico ou dissipacdo ndo fotoquimica, calculado como NPQ = (Fm-Fms)/Fms.
Outros pardmetros também foram obtidos, como: taxa de transporte de elétrons (ETR) =

(Fms-Fs/Fms) x PPFD x 0,5 x 0,84, que equivale a (produ¢ao de quantum do PSII) x
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(medidas da radiacdo fotossinteticamente ativa, em uMols elétrons m?s") x
(coeficiente de absorcdo da folha) x (fracdo de luz absorvida pelo complexo antena do
PSII), sendo uma medida da separacdo de cargas do centro de reacdo do PSII; e o
rendimento quantico efetivo do PSII adaptado a luz (PSII): Y =Fms —F/Fms = AF/Fm’
(VAN KOOTEN; SNEL, 1990).

Foi determinado também o teor de clorofila (TC), utilizando o aparelho medidor
manual Minolta SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development). O teor de clorofila foi
medido através da média obtida por trés amostras simples, coletadas na folha mais
jovem completamente desenvolvida. Para cada folha amostrada, foram feitas medi¢des
na base (10 cm do colmo), na parte mediana e na parte final da folha (préximo 10 cm do
apice). As trés medi¢des foram gravadas automaticamente, e a média, obtida no préprio
equipamento. As leituras efetuadas pelo medidor portitil de clorofila correspondem ao
teor relativo de clorofila presente na folha da planta.

Na mesma folha, foram realizadas medicdes com um IRGA - Infrared Gas
Analyser, LI-6400 (LI-COR). Foi utilizado o fator de luminosidade para medicdes de
1.500 moles de fétons m™?s™. As avalia¢Oes foram feitas dentro de cada bloco por vez,
avaliando-se sequencialmente todos os tratamentos, para que as condi¢cdes climaticas
fossem semelhantes. Foram escolhidas para avaliacdo folhas totalmente expandidas,
ausentes de qualquer anormalidade visual.

As varidveis obtidas com o IRGA foram:

a) Taxa fotossintética (A — pmol CO, m?2sh.

b) Transpiracdo (£ — mmol H,O m?s™).

¢) Condutancia estomatica (gs — mol H,O m?>s?h).

d) Carbono consumido (AC — pmol CO, sl) a partir do CO, de referéncia e o CO; na
camara de avaliagdo.

e) Relagcdo Ci/Ca — concentracdo intercelular de CO, no mesofilo sobre a concentracéo
de CO; externa atual (umol COy).

f) Eficiéncia do uso da dgua (EUA) — CO, fixado na fotossintese/H,O transpirada via

estdmatos (umol CO, m~2 s mmol H,O m? s'l).
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Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a andlise de varidncia, e as médias,
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significincia, utilizando-se o programa

estatistico SAEG (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de milho emergiram trés dias apds o plantio, e o florescimento (50%
das plantas com estilo-estigmas visiveis) ocorreu, em média, aos 60 dias apds a
emergéncia. Os tempos de emergéncia e florescimento normalmente estio relacionados
as condi¢des climaticas. Em média, utilizando-se da equacdo 1, foram computados em
média 887,6 graus-dia para florescimento das plantas. Os valores de temperaturas
minimas e maximas (médias de 16,5°C e 32,5 °C, respectivamente) (Figura 1) e de
umidade relativa do ar (média de 85,3%) (Figura2), obtidos dentro da casa de
vegetacdo durante a realizacdo do experimento foram considerados ideais para o pleno

desenvolvimento das plantas de milho.
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Figura 1 - Temperaturas (maximas e minimas) observadas na casa de vegetagao durante
a conducdo do experimento, em Vicosa-MG, 2013.
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Figura 2 - Umidade relativa média do ar obtida diariamente dentro da casa de
vegetacdo durante o experimento, em Vigcosa-MG, no ano de 2013.
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Experimento 1: Desempenho de cultivares de milho isogénicas (Bt e nao-Bt) no
estadio de florescimento pleno (R1) em condicdes 6timas e de déficit hidrico

O florescimento € a fase do ciclo da cultura em que hd maior incremento da drea
foliar e de estatura, pois a planta expande todas as folhas que se diferenciaram no
subperiodo de desenvolvimento vegetativo e alonga grande parte dos entrends do
colmo. Além disso, a planta encerra a formagdo das suas estruturas reprodutivas e
desenvolve o sistema radicular adventicio (SANGOI et al., 2010).

Na interacdo tripla (Tabela 2) houve diferencas dentro da condi¢do de déficit
hidrico (CE) para as varidveis ETR, Olle e qP, especificamente entre os transgénicos,
no qual o 30A95 foi superior ao BG 7049. Entretanto, as cultivares convencionais nio
diferiram entre si nessa condicdo, exceto para qP, em que o hibrido BG 7049 foi
superior ao 2B707.

Verificaram-se diferencas entre os isogénicos do hibrido 30A95 na condi¢do CE,
que apresentou ETR e O®Ile superiores na cultivar transgénica em comparacio a
convencional. Na mesma condi¢do, ao se compararem cultivares isogénicas do hibrido
2B707, observou-se maior gP também na cultivar transgénica, porém mantendo sua
ETR e ®lle constantes. Para o hibrido BG 7049, verificou-se redugdo da ®@lIle e gP da
cultivar transgénica em relagdo a convencional sob estresse (Tabela 2).

A ocorréncia de diferencas entre os isogénicos pode ser possivelmente
justificada por vdrios fatores, entre os quais estd a constru¢do do transgene, pois,
segundo Latham et al. (2006), desde a inser¢do do transgene no genoma da planta, até a
transformac@o genética das plantas, necessita-se de um DNA de transferéncia, que
flanqueia o transgene. Este T-DNA pode causar mutagdes inesperadas, como
comprovado em plantas de arroz, encontrando-se uma grande porcentagem de T-DNA
inserido dentro de sequéncias codificantes ou sequéncias regulatdrias conhecidas, com
possiveis delecdes e rearranjos cromossOmicos, resultando em modificacdes no
comportamento fisioldgico, que podem potencialmente ser danosas as plantas.

Tem-se utilizado o gP para discriminar gendtipos (FALQUETO et al., 2007),
pois o quenching fotoquimico representa a propor¢cdo de energia dos fétons capturada
pelos centros de reagdo do fotossistema II abertos e dissipada via efeito fotoquimico
(JUNEAU et al., 2005), o que, segundo Falqueto et al. (2007), reflete o grau de
oxidacdo e reducdo da plastoquinona A (Qa). Segundo Schrelber et al. (1998), 1 pmol
de fétons causa a excitacdo de 1 pumol de elétrons da clorofila; nessa condicdo,
verifica-se que a eficiéncia do fotossistema II (®Ile) representa a propor¢do desses

elétrons é usadas na fase fotoquimica para redugio do NADP".
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Tabela 2 - Valores médios de rendimento quantico efetivo (Olle), taxa de transporte de elétrons (ETR) e coeficiente de extin¢do fotoquimico (qp)
na combinagdo entre hibridos de milho, gene e disponibilidade hidrica (DH). Vicosa-MG, 2013

Olle ETR qP
Hibrido CE SE CE SE CE SE
Nio-Bt Bt Nio-Bt Bt Nao-Bt Bt Nao-Bt ‘ Bt Nao-Bt Bt Nao-Bt Bt
Agromen 30A95 0,411aB 0,579aA  0,440aA 0424aA 29,02aB 34,58aA  30,72aA 30,78aA 0,712abA 0,838aA  0,710aA 0,678 aA
Dow 2B707 0,400 aA 0,502abA  0,552aA 0,488aA  30,82aA 3258abA  34,32aA 33,06aA 0,643bB  0,773abA 0,809 aA 0,741 aA
BG 7049 0,535aA 0386bB  0418aA 0,5519aA 32,80aA 29,72bA  3044aA 33.88aA 0,825aA 0,649bB  0,684aA 0,772 aA

* Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas e maidsculas na linha, para cada varidvel em cada disponibilidade hidrica, ndo diferem entre si a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE — sem estresse; Gene: ndo-Bt — convencional e Bt — transgénico.

Tabela 3 - Valores médios de rendimento quantico efetivo (Olle), taxa de transporte de elétrons (ETR) e coeficiente de extingdo fotoquimico
(qP) na combinacdo entre hibridos de milho, gene e disponibilidade hidrica. Vigosa-MG, 2013

ETR qP
Hibrido Nio-Bt Bt Nio-Bt Bt Nio-Bt Bt
CE SE CE SE CE SE CE SE CE SE CE SE
Agromen 30A95 0,411 a 0,440 a 0,579 a 0,424 b 29,020 a 30,720a  34,580a 30,780 b 1,056 a 1,273 a 1,349 a 1,187 a
Dow 2B707 0,400 b 0,552 a 0,502 a 0,488 a 30,820a  34,320a 32,580a 33,060 a 0,697 b 1,304 a 1,334 a 1,019 a
BG 7049 0,535a 0,418 b 0,386 b 0,519 a 32,800a 30,440a 29,720b  33,880a 1,288 a 1,051 a 1,013 a 1,248 a

* Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE —
sem estresse; Gene: ndo-Bt — convencional e Bt — transgénico.
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Em plantas sob condi¢des de estresse, a menor eficiéncia fotossintética pode ser
causada pela menor dissipagdo de energia através do transporte de elétrons, ocasionando
declinio na eficiéncia do PSII, indicada pela menor taxa de transporte de elétrons (ETR)
e aumento no pool de zeaxantina (HAVAUX, 1999; TAIZ; ZEIGER, 2009) ou pelo
inicio dos processos de fotoinibi¢do, quando a capacidade de fotoprotecdo é excedida
(ARAUJO; DEMINICIS, 2009).

E provével que, com a intensificagdo do déficit hidrico, a limitacio bioquimica
possa ter causado efeito negativo sobre a etapa fotoquimica, o que poderia ter levado a
um excesso de poder redutor e a danos fotoinibitérios (DIAS; BRUGGEMANN, 2010),
o que explicaria os valores encontrados entre as cultivares isogénicas submetidas ao
déficit hidrico. As redugdes na taxa de transporte de elétrons e eficiéncia fotoquimica
efetiva podem ser relacionadas também a degradacdo de clorofila, como observado em
trabalhos realizados por Jiao et al. (2003) e Falqueto et al. (2007) na cultura do arroz.

Na Tabela 3, as cultivares isogénicas de cada hibrido foram comparadas entre as
condigdes de cultivo (CE e SE) para as varidveis Olle, ETR e gP. Verificou-se que o
comportamento do hibrido 30A95 convencional, cultivado com ou sem estresse, foi o
mesmo. Contudo, para seu isogénico transgénico, houve aumento de Olle e ETR com
manuten¢do da gP na condi¢@o de déficit hidrico, comparada a condi¢do ideal.

O comportamento do 2B707 foi praticamente o inverso do 30A95, pois o seu
convencional, quando cultivado em condicdo de estresse, apresentou declinio do Olle e
qP, sem variar a ETR. Entretanto, o seu isogé€nico transgénico manteve 0o mesmo
comportamento no cultivo com e sem estresse para essas caracteristicas (Tabela 3).

Para o BG 7049 convencional, verificou-se que o Olle foi maior no estresse,
mantendo o qP e ETR estavel. Contudo, no cultivo do transgénico, houve redugdo de
Olle e ETR com manutencio da gP no cultivo com estresse, comparada 4 condi¢io sem
estresse, sendo contrario ao 30A95 transgénico (Tabela 3).

Ressalta-se que as cultivares isogénicas dos diferentes hibridos ndo seguiram
uma mesma tendéncia de comportamento nas diferentes condi¢des hidricas avaliadas.
Isso se deve possivelmente as interagdes do gene Bt com a constituicdo genética
especifica de cada hibrido, no meio em que se encontra inserida.

Segundo Cruz e Regazzi (1994) e Sangoi et al. (2010), os gendtipos se
desenvolvem em sistemas dindmicos, em que ocorrem constantes mudangas, que vao
desde a semeadura até a maturacdo; hd, geralmente, um comportamento diferenciado

deles em termos de resposta as variagdes ambientais. Essas variacdes, como o déficit
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hidrico, provocam modifica¢cdes importantes no comportamento vegetal, cuja
irreversibilidade vai depender do genétipo, da duracdo, da severidade e do estddio de
desenvolvimento da planta (SANGOI et al., 2010; CRUZ et al., 2014).

Em estudo realizado por Caires et al. (2010), foi comprovado que a modificagdo
genética pode proporcionar resposta diferente a tensdo de dgua, quando comparado com
os convencionais, com diferencas importantes na dinimica do movimento estomético e
também na degradag@o de clorofila em cultivares isogénicas de soja em condicdes de
seca, podendo variar, dependendo da constituicio genética de cada cultivar e sua
interagdo com os fatores ambientais.

Para a caracteristica SPAD, houve significancia para a interacdo dupla entre o
fator hibrido e gene (Tabela4). Dessa forma, verificaram-se diferencas entre as
cultivares convencionais, em que o hibrido 2B707 foi superior aos demais, que nio
diferiram entre si. Para os transgénicos, também se observou que a média de clorofila do
2B707 foi superior a do BG 7049, mas nao diferiram do 30A95. Ao comparar cultivares
isogénicas de cada hibrido, constatou-se superioridade da transgénica em relagdo a

convencional do hibrido 30A95 (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores médios do teor de clorofila (SPAD) no desdobramento da interagdo
entre hibrido e gene. Vicosa-MG, 2013

. SPAD
Hibrido
Nao-Bt | Bt
Agromen 30A95 41,19 bB 46,46 abA
Dow 2B707 51,98 aA 49,28 aA
BG 7049 44,12 bA 41,80 bA

* Médias seguidas de mesma letra, mindscula nas colunas e maidsculas na linha, ndo diferem entre si a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Gene: Nao-Bt — convencional e Bt — transgénico.

Como se observou na Tabela 5, houve significancia para as caracteristicas Fo,
Fm e Fv. Desse modo, o comportamento obtido foi 0 mesmo para essas caracteristicas,
sendo o hibrido BG7049 inferior aos demais, que néo diferiram entre si. A avaliacdo da
fluorescéncia da clorofila, por sua vez, é importante para avaliacio do comportamento
das cultivares em relagdo a atividade fotoquimica, com estimativa do potencial
fotossintético de maneira quase instantanea (MAXWELL; JOHNSON, 2000), indicando

desempenho fotossintético inferior do hibrido BG7049 nessa condicao.
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Tabela 5 - Valores médios de fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm) e
fluorescéncia variavel (Fv) dos diferentes hibridos de milho. Vigosa-MG,

2013
Hibrido Fo ‘ Fm ‘ Fv
Agr. 30A95 797,600 a 3665,25 a 2867,65 a
Dow 2B707 810,800 a 3785,40 a 2974,60 a
BG 7049 756,900 b 345590 b 2699,00 b

* Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas nio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

Neste trabalho, optou-se por avaliar apenas as relacdes F,/F,, e F,/F,, visto que
elas sdo as mais representativas do estado fotoquimico das folhas ou mesmo indicadoras
de estresse (ZANANDREA et al., 2006; MOREIRA et al., 2013).

Na Tabela 6, verificou-se, entre as disponibilidades hidricas, que as plantas de
milho apresentaram redu¢des de F,/F, e teor de clorofila (SPAD) e aumento de Fo e
F,/F,, quando foram cultivadas em condi¢ao de déficit hidrico.

De acordo com as afirmacdes de Bolhar-NordenKampf & Oquist (1993) e
Moreira et al. (2013), plantas sem estresse apresentam relagdo F,/F,, entre 0,85 e 0,75,
indicando que plantas do tratamento CE haviam se recuperado do estresse causado no
estadio V6-V9.

No entanto, F,/F,, apresenta como componentes implicitos a producdo quantica
minima no estado adaptado ao escuro (DAS) (®Fo); e a produgdo quintica de
dissipacdo térmica dentro do FSII em DAS (®Do); dessa forma: F,/F,, = ®Fo + ®Do
(ROHACEK; BARTAK, 1999). Tem-se a utilizagio do aumento dessa relacio como
indicativo de estresse, sugerindo valores normais, ou seja, valores preconizados como
padrio, entre 0,14 ¢ 0,20 (ROHACEK, 2002).

Esses resultados indicam superioridade de plantas de milho em condi¢do ideal de
cultivo, com valores maiores de F,/F, e menores de F,/F,. Porém, a alteracdo
fisioldgica proporcionada néo foi somente atribuida ao déficit hidrico, como também as
altas temperaturas observadas anteriormente a medi¢do (Figura 1), pois, mesmo com a
menor média da condi¢do SE, comparada a CE, ainda assim, verificou-se que estava
acima do padrido (Tabela 6).

No entanto, é possivel afirmar que essa alteracdo ndo chegou a causar danos
irreversiveis as plantas, pois as médias de F,/F,, com e sem estresse estavam proximas
de 0,22 e 0,21 respectivamente; contudo, a F,/F, de ambas ndo chegou a ser afetada

consideravelmente, permanecendo acima de 0,75 (Tabela 6).
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Tabela 6 - Valores médios de contéudo de clorofila (SPAD), fluorescéncia inicial (F,),
rendimento quantico maximo (F,/F,) e producdo quintica basal dos
processos ndo fotoquimicos no PSII (F,/F,) de plantas de milho nas
diferentes disponibilidades hidricas. Vigosa-MG, 2013

Disponibilidade Hidrica SPAD |  Fo | FUF, FJF,
CE 43,621 801,03 a 0.771 b 0.220a
SE 47,99 a 775,83 b 0,807 a 0.213 b

* Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas nio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE — sem estresse.

Quando se comparou a interacio entre os fatores Gene e Disponibilidade Hidrica
(Tabela 7), verificou-se que plantas de milho que expressam o gene Bf, ao serem
cultivadas em condi¢do dtima, apresentavam menor Fo em relacdo a condi¢cdo com
estresse. Esse resultado somente foi observado para os transgénicos, fato esse que os
diferenciou dos convencionais avaliados. Contudo, independentemente da condicdo
hidrica, verificou-se que as cultivares Bt tiveram a fluorescéncia inicial inferior a das
cultivares convencionais.

Esse resultado pode estar relacionado a menores danos ao centro de reacdo do
FSII, pois, segundo os autores, o aumento de Fo reflete a destruicdo do centro de reacdo
do PSII ou o impedimento da transferéncia de energia para o centro de reagdo do PSII,
pela dissociagdo do LHCII do centro de reacdo do PSII (BOLHAR-NODERKAMPF
etal., 1993; BERTAMINI; NEDUNCHEZHIAN, 2003; BAKER; ROSENQVST, 2004;
GUIDI et al., 2006; TAIZ; ZEIGER, 2009), sinalizando o inicio dos danos para o PSII.
Esse aumento € dependente das condigdes estruturais que afetam a probabilidade da
transferéncia de energia entre os pigmentos da antena coletora de luz e o centro de
reacdo do PSII (KRAUSE; WEIS, 1984; TAIZ; ZEIGER, 2009). Desse modo, Catuchi
et al. (2011) verificaram diferencas fisioldgicas relacionadas a menores danos as
membranas celulares na cultivar transgénica, indicando possivelmente o mesmo
comportamento do milho transgénico neste trabalho.

Por outro lado, verifica-se que com o aumento de Fo, ha tendéncia de aumento
da dissipacdo de energia ndo fotoquimica (NPQ), que é um bom indicador do fluxo de
energia como calor, e seu aumento pode ocorrer como resultado do processo de
protecdo do dano fotoinduzido na folha (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Alguns
pesquisadores demonstraram que o NPQ estd diretamente associado com a
determinagdo da dissipagdo do calor através do ciclo das xantofilas (CHEN; CHENG,
2003; JIANG et al., 2005), protegendo as folhas dos danos decorrentes do excesso de
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excitacdo das clorofilas, ou seja, o NPQ estd relacionado aos processos de fotoprotecao
(ARAUJO; DEMINICIS, 2009).

Pode-se observar que houve interacio de Gene com Disponibilidade Hidrica
também para a varidvel NPQ (Tabela 7). Nesse sentido, quando se comparou o cultivo
de transgé€nicos com convencionais na condicdo de estresse, verificou-se maior
eficiéncia do processo fotoquimico das cultivares transgé€nicas, no sentido de dissipacao
de energia, porém sem alterar significativamente a fotossintese e a condutancia

estomatica.

Tabela 7 - Valores médios de fluorescéncia inicial (Fo) e dissipacdo nido fotoquimica
(NPQ) de plantas de milho com ou sem o gene Bt nas diferentes
disponibilidades hidricas. Vicosa-MG, 2013

Fo NPQ
Gene
CE SE CE SE
Nao-Bt 799,53 aA 804,266 aA 0,602 bB 1,159 aA
Bt 802,53 aA 747,400 bB 1,049 aA 0,995 aA

* Médias seguidas de mesma letra, mintscula nas colunas e maidscula na linha, para cada varidvel ndo
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico
e SE — sem estresse.

Ao se avaliar cada cultivar nas diferentes condi¢cdes, ndo houve mudanca de
comportamento dos transgénicos da condicdo de estresse para a sem estresse. Esse fato
ndo foi observado para os convencionais, pois, quando cultivados em ambiente com
déficit hidrico, houve redugéo da capacidade de dissipacao de calor. Constatou-se que as
cultivares convencionais na condicdo CE apresentaram NPQ inferior, em comparacdo
ao cultivo sem estresse. Contudo, quando se compararam as isogé€nicas na condicdo de
estresse, constatou-se que houve aumento do NPQ na presenga do gene Bt (Tabela 7).

Corroborando esses resultados, Jesus Nunes (2007), avaliando linhas
transgénicas e ndo transgénicas, observou que a linha transgénica mostrou maior
eficiéncia na prote¢do do aparato fotossintético sob limitagdo hidrica. Segundo esse
autor, isso parece revelar que a expressdo constitutiva dos genes influenciou o sistema
fotossintético em condigdes de estresse, como observado neste trabalho.

Além disso, no caso do milho, os transposons conformam a maior parte do seu
genoma e podem contribuir para o desenvolvimento de alteracdes em nivel de DNA
(BIEMONT; VIEIRA, 2006; CANDELA; HAKE, 2008; PRAY, 2008). Um fator a

7z

considerar na desestabilizacdo da atividade dos transposons € o ambiente genético
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individual, o qual, ao encontrar um ambiente genético diferente, pode interagir com
outros transposons ou outros genes, quebrando a estabilidade. Isso pode resultar em
variagdes morfofisioldgicas importantes, pois podem ser variacdes decorrentes de
processos regulatérios e ndo estruturais (CANDELA; HAKE, 2008; FEDOROFF,
2000).

Em trabalho com a cultura do arroz, Wang et al. (2012) concluiram que nem
todos os eventos transgénicos tiveram o mesmo efeito sobre o desempenho agrondmico
e fisioldgico; por isso, ndo € interessante tirar uma conclusio geral sobre o efeito de Bt
transgenes, pois, apesar das vantagens da utilizagdo de plantas geneticamente
modificadas resistentes a insetos, ainda hd preocupacido com os efeitos desconhecidos

associados a essa tecnologia (NUNES, 2010; KOUSER; QAIM, 2011).

Experimento 2: Desempenho de cultivares de milho isogénicas (Bt e nao-Bt) no
estadio de florescimento pleno (R1) submetidas a competicio com plantas de
Bidens pilosa em condic¢ées 6timas e de déficit hidrico

Apés andlise estatistica, constatou-se que ndo houve interacdo tripla ou dupla
neste experimento. Entretanto, para o estudo de fator isolado, houve significancia
somente para hibridos nas caracteristicas teor de clorofila (SPAD), producdo quantica
fotoquimica efetiva do FSII em estado adaptado a luz (®PSII) e taxa de transporte de
elétrons (ETR) (Tabela 8).

Para a varidvel SPAD, o hibrido 2B707 foi superior aos demais, que ndo
diferiram entre si. Na OPSII, o BG 7049 foi superior ao 30A95, porém esses nao
diferiram do 2B707. Assim, na ETR, o 2B707 e BG 7049 foram superiores ao 30A95,
ndo diferindo entre si. Observa-se que, mesmo em condi¢des de competi¢do continua
com plantas de B. pilosa, o hibrido simples 2B707, por ter menor tolerancia a condi¢des
desfavordveis de cultivo, apresentou resultados satisfatérios com relacdo as varidveis
discutidas, na comparag@o com os hibridos triplos avaliados.

O maior teor de clorofilas pode implicar maior capacidade de absorcdo de fétons
por unidade de area foliar; desse modo, afetara positivamente a fluorescéncia deste
hibrido, ja que o potencial fotossintético € diretamente proporcional a quantidade de
clorofila presente no tecido foliar (SCHLEMMER et al., 2005). No entanto, em plantas
sob estresse, a menor eficiéncia fotossintética pode ser causada pela menor dissipagdo
de energia através do transporte de elétrons, provocando declinio na eficiéncia do PSII,

indicado pela menor taxa de transporte de elétrons (ETR) e aumento no pool de
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zeaxantina (HAVAUX, 1999; TAIZ; ZEIGER, 2009) ou pelo inicio dos processos de
fotoinibi¢do, quando a capacidade de fotoprotecio é excedida (ARAUJO; DEMINICIS,
2009).

Tabela 8 - Valores médios do teor de clorofila (SPAD), produgdo quantica fotoquimica
efetiva do FSII em estado adaptado a luz (OPSII) e taxa de transporte de elétrons
(ETR) para os diferentes hibridos de milho avaliados, em competicdo com Bidens
pilosa. Vigosa-MG, 2013

Hibrido SPAD OPSII ETR

Agr. 30A95 40,642b 0,606 b  30,535b
Dow 2B707 46,132a 0,647 ab 32,595 a
BG 7049 40,677b 0,652a 32,860 a

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas
ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

O rendimento quantico efetivo (®PSII), obtido a partir da fluorescéncia da
clorofila a, pode estimar a integridade do FSII de uma determinada folha, pois revela o
nivel energético de excitacdo dos pigmentos que dirigem a fotossintese (O'NEIL et al.,
2006). Esse nivel depende do balanco entre irradiacdo e da soma das taxas de
fotossintese e dissipacdo térmica (SCHOLES; HORTON, 1993); esta tdltima ndo foi
significativa para a comparacdo entre hibridos.

Nota-se que as varidveis obtidas nas trocas gasosas ndo mostraram diferencas
quando as plantas foram conduzidas continuamente em condi¢do de competi¢cdo com
B. pilosa, e mesmo quando se aplicou o déficit hidrico. Assim, além de os hibridos
apresentarem comportamento diferenciado entre si, devido provavelmente a expressdo
do potencial genético intrinseco a cada cultivar e suas interagdes com o ambiente, eles
apresentaram, no geral, resultados que indicam estarem em condi¢des fotoquimicas
adequadas.

Diante dos resultados apresentados nesses experimentos, conclui-se que, em
condicdo de déficit hidrico, a presenga do gene Bt nos hibridos 30A95 e 2B707 alterou
positivamente o desempenho fotoquimico destes (ETR, ®Ile e gqP). No entanto, o
hibrido triplo (BG 7049) mostrou desempenho inferior com o gene Bf, porém sem
reflexos nas trocas gasosas. A modificacdo genética (Bf) proporcionou resposta
fotossintética diferente ao déficit hidrico, quando comparado com os convencionais,
podendo variar, dependendo da constituicdo genética de cada hibrido. O déficit hidrico

aplicado ndo alterou o potencial fotossintético (fotossintese, condutincia estomatica,
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eficiéncia no uso da 4gua, carbono consumido, razdo Ci/Ca e transpira¢do) no estadio
de florescimento das plantas de milho. Isso indica ter ocorrido recuperacdo das plantas
de milho ap6s reposicdo de dgua. Em competicio com plantas de Bidens pilosa, o
desempenho fotossintético dos hibridos de milho 30A95, 2B707 e BG 7049 foi
semelhante quanto as trocas gasosas e diferiu em teor de clorofila e na fluorescéncia da
clorofila a, com melhor desempenho do hibrido 2B707. O comportamento quanto ao
potencial fotossintético das plantas de milho com o gene Bf, em competi¢do com B.

pilosa, cultivados com e sem déficit hidrico, ndo foi afetado.
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CARACTERiSTIgAS MORFOLOGICAS DE CULTIVARES ISOGENICAS DE
MILHO (Bt E NAO-BY) e de Bidens pilosa EM CONDICOES DE ESTRESSES

RESUMO

Acredita-se que as caracteristicas morfoldgicas de cultivares isogé€nicas de milho (Bt e
ndo-Bf) e de plantas de picdo-preto possam ter alteragdes quando cultivadas em
condicdes de estresses. A fim de esclarecer essa hipdtese, realizou-se este trabalho com
o objetivo de conhecer o desempenho de cultivares isogénicas de milho (Bt e ndo-Br)
em competicdo com plantas de Bidens pilosa com e sem déficit hidrico, cultivadas em
condicdes 6timas e de estresses bidticos e abidticos, quanto a fluorescéncia da clorofila
a, trocas gasosas e teor de clorofilas. Foram realizados dois experimentos: no primeiro,
avaliaram-se cultivares isogénicas de milho sob condi¢Ges 6timas e de limitacdo hidrica;
e, no segundo, esses materiais foram cultivados nessas condi¢des, em competicdo com
B. pilosa. Em ambos os experimentos utilizou-se o esquema fatorial 3 x 2 x 2, no
delineamento de blocos casualizados com cinco repeti¢des. O primeiro fator foram trés
hibridos de milho; o segundo, dois tipos de cada hibrido (transgénicos com um evento e
convencional); e o terceiro foi o cultivo do milho na presenca ou nao do déficit hidrico
(60% e 100% da capacidade de campo). O primeiro déficit hidrico foi aplicado quando
as plantas de milho estavam no estadio V6 ao V9, totalizando 21 dias de déficit hidrico,
e o segundo no estddio R1 (florescimento), com duracdo de sete dias. As avaliagdes
morfoldgicas foram realizadas no estadio R3 (grios leitosos). Entre os hibridos
avaliados, o 2B707 apresentou melhor desempenho agrondmico, porém com maior
instabilidade na presenga do gene Bt. Ocorreram modificacdes ndo esperadas quanto ao
desempenho morfolégico das plantas de milho cultivadas em condi¢des de déficit
hidrico, o que resultou em aumento do niimero de dias entre o florescimento masculino
e o feminino. Isso interferiu negativamente no acimulo de massa de matéria seca na
espiga e no penddo. Os hibridos 2B707 e BG7049 mostraram melhor desempenho
quando em competicdo com plantas de B. pilosa. Plantas com a inser¢do do gene Bt
tiveram menor desempenho morfoldgico em condi¢do de competicdo. Houve aumento
do intervalo entre o florescimento masculino e o feminino e redu¢do da matéria seca na
parte reprodutiva do milho. O comportamento morfolégico de plantas de B. pilosa ndo
foi alterado por cultivares isogénicas de milho em condicdo de déficit hidrico. No
entanto, os componentes de producdo das plantas de B. pilosa em competicio com

hibridos de milho em condicao de déficit hidrico foram afetados negativamente.
Palavras-chave: transgénico, convencional, planta daninha e Zea mays L.
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MORPHOLOGICAL FEATURES OF INBRED MAIZE VARIETIES (Bt AND
NON-Bf) AND Bidens pilosa UNDER STRESS

ABSTRACT

It is believed that the morphology of inbred maize varieties (Bt and non-Bf) and beggar-
tick plants may change when they are under stress. In order to verify this hypothesis,
this study was conducted to gain further information on the performance of inbred
maize varieties (Bt and non-Bf) in competition with Bidens pilosa plants with and
without water deficit, grown under optimal conditions and under biotic and abiotic
stresses as regards chlorophyll a fluorescence, gas exchange and chlorophyll content.
Two experiments were performed: the first evaluated inbred maize varieties under
optimal conditions and under water deficit; and in the second experiment, these
materials were grown under these conditions, in competition with B. pilosa. Both
experiments used a factorial 3 x 2 x 2 arrangement, in a randomized block design with
five replications. The first factor was three maize hybrids; the second, two types of each
hybrid (GM with one event, and inbred); and the third was maize cropping in the
presence or absence of water deficit (60% and 100% of field capacity). The first water
stress was applied when the maize plants were at stages V6 to V9, totaling 21 days of
water stress, and the second, at stage R1 (flowering), lasting seven days. Morphological
evaluations were conducted at stage R3 (milky grains). Among the assessed hybrids,
2B707 showed the best agronomic performance, but had the greatest instability in the
presence of the Bt gene. There were unexpected changes in the morphological
performance of maize plants grown under water deficit, which resulted in an increase in
the number of days between male and female flowerings. This negatively affected dry
matter accumulation in the ear and tassel. The 2B707 and BG7049 hybrids showed
better performance when in competition with B. pilosa plants. Plants with the insertion
of the Bt gene had lower morphological performance when in competition. There was
an increase in the gap between male and female flowerings and reduction of dry matter
at the reproductive stage of maize. The morphological behavior of B. pilosa was not
altered by inbred maize varieties under water stress. However, the production
components of B. pilosa plants in competition with maize hybrids under water stress

conditions were adversely affected.

Keywords: GM, conventional, weed and Zea mays L.
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INTRODUCAO

Atualmente o milho (Zea mays L.) é produzido em cerca de 100 milhdes de
hectares, em 125 paises, e esta entre as trés culturas mais cultivadas em 75 destes paises.
Em 2012/2013, a producdo mundial total foi de aproximadamente 872 milhdes de
toneladas de grios, em uma drea cultivada de 177 milhdes de hectares. O Brasil
produziu cerca de 71 milhdes de toneladas em uma drea de 14 milhdes de ha, com
média de 5.005,7 kg em produtividade, com estimativa na safra de 2013/2014 de
73,8 milhdes de toneladas produzidas praticamente na mesma area (FAOSTAT, 2014).

O avango em produtividade enfrenta um importante desafio, que estd
relacionado a adaptagdo de culturas as mudancas climiticas e a manutencdo da
resisténcia genética a insetos e doengas. No cultivo do milho, as perdas causadas por
pragas constituem um dos fatores limitantes para obter altas produtividades; no Brasil, a
lagarta-do-cartucho € a principal praga encontrada na cultura do milho, causando
reducdes na produgdo de grios de até 30% (PURCINO et al., 2009). Além disso, a
ocorréncia de deficiéncia hidrica nas diferentes fases fenoldgicas da cultura do milho
afeta a produtividade de formas distintas (MAGALHAES; DURAES, 2002;
BERGAMASCHI et al.,, 2004; ARAUS et al, 2011). O déficit hidrico provoca
modificacdes importantes no comportamento vegetal, cuja irreversibilidade vai
depender do gendétipo, da duracdo, da severidade e do estddio de desenvolvimento da
planta (SANGOI et al., 2010; CRUZ et al., 2013).

Algumas pesquisas ja foram realizadas com foco no desempenho agronomico das
culturas transgénicas Bt em comparagdo com seus homdlogos ndo-Bt, principalmente na
cultura do tabaco (YAN et al., 2003), algodao (CHEN et al., 2005; BLANCHE et al.,
2006; KOUSER et al., 2011), arroz (KIM et al., 2008; CHEN et al., 2006; WANG et al.,
2012), soja (CAIRES et al., 2010; CATUCHI et al., 2011) e milho (COLL et al., 2009;
SCHIOCHET; MARCHIORO, 2011; WERLE et al., 2011; FONSECA et al., 2013;
BALIEIRO NETO et al., 2013), em diferentes condi¢des de cultivo.

Desse modo, € possivel afirmar que modificagdes genéticas para contornar as
perdas por estresses bidticos, como a resisténcia de plantas a insetos, podem vir a
proporcionar nas plantas transgénicas uma resposta diferente ao uso de recursos naturais
(agua, CO,, luz, nutrientes), quando comparadas com as convencionais (BARROS
etal., 2010; SCHIOCHET; MARCHIORO, 2011; WERLE et al., 2011; FONSECA
etal., 2013; BALIEIRO NETO et al., 2013). Portanto, podem-se esperar significativas
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interagdes (gendtipo x ambiente X manejo) com variabilidade na resposta das atuais
cultivares de milho as tecnologias atualmente utilizadas.

Objetivou-se neste estudo avaliar o comportamento morfolégico de cultivares
isogénicas de milho (Bf e ndo-Bt) submetidas a condi¢des 6timas e de limitacio hidrica, com

e sem competicdo com plantas de Bidens pilosa.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo entre os meses de
marco e junho do ano de 2013, em esquema fatorial 3 x 2 x 2, no delineamento de
blocos casualizados com cinco repetigdes. O primeiro fator foi constituido por trés
hibridos de milho (AGROMEN 30A95, DOW 2B707 e BG 7049). O segundo foram
dois tipos de cada hibrido utilizado: os transgénicos com o evento Bt [AGROMEN
30A95Hx (TC 1507), DOW 2B707Hx (TC 1507) e BG 7049Y (MON 810)], sendo os
dois primeiros da marca Herculex I® ¢ o dltimo da marca YieldGard®; e os
convencionais (AGROMEN 30A95, DOW 2B707 e BG 7049). O terceiro fator foi a
presenga ou ndo do déficit hidrico (60% e 100% da capacidade de campo).

O delineamento experimental e os fatores supracitados foram utilizados em dois
experimentos distintos, descritos a seguir:

Experimento 1 - Avaliaram-se cultivares isogénicas de milho em condi¢des
otimas e de limitagéo hidrica.

Experimento 2 - Avaliaram-se cultivares isogénicas de milho em condi¢des
Otimas e de limitag@o hidrica em competi¢do com Bidens pilosa.

Todos os procedimentos e avaliagdes descritos a seguir foram realizados de
forma simultdnea em ambos os experimentos, porém estudados separadamente.

Para monitoramento da temperatura e umidade relativa do ar, foi instalado no
centro do experimento uma estagdo meteoroldgica sem fio, realizando-se as leituras
diariamente as 16h. A temperatura maxima registrada no aparelho foi sempre em torno
das 13h, e a minima do dia, de madrugada.

O célculo da soma térmica em graus-dia (GD) foi feito a partir da temperatura
média do ar, subtraida da temperatura-base. Assumiu-se que o desenvolvimento das
plantas foi constante entre a temperatura-base inferior (10 °C) e a temperatura base

superior (32 °C), conforme Monteith e Elston (1996). Considerou-se a equacio 1:
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Estadio 3

UrD= Y [(T,

max

+ Tml’n ) / 2] - Thase (eq' 1)

Emergéncia
em que:

UTD = unidade térmica diaria (°C);

Tnax = temperatura maxima do dia considerado (°C);
Tnin = temperatura minima do dia considerado (°C); e

Tpase = temperatura-base inferior.

O substrato utilizado para o cultivo das plantas foi constituido de amostras de
um Latossolo Vermelho-Amarelo (LVA) de textura argiloarenosa. Antes do enchimento
dos vasos, o solo foi seco ao ar, destorroado, passado em peneira com mesh de 20 mm e
corrigido com 0,045 kg de calcario dolomitico 100% PRNT/vaso contendo 33,0 L do
solo (3,0 t/ha do corretivo). Apds isso, manteve-se a umidade do solo com 60% da
capacidade de campo por dois meses, para finalmente realizar a adubag@o do substrato e
o plantio do milho, conforme andlise fisico-quimica do solo (Tabela 1).

A adubagdo de plantio foi feita utilizando-se adubacdo fosfatada (P,Os) de
160 mg dm™ e adubagdo potéssica (K,0) de 75 mg dm™, empregando como fontes o

susperfosfato simples e o cloreto de potdssio, respectivamente.

Tabela 1 - Resultados das andlises quimicas do Latossolo Vermelho-Amarelo utilizado
no experimento. Vicosa-MG

P P I
Caracteristicas quimicas do solo "

pH Ca | Mg | Al |H+Al| t T P | K
(H,0) (cmol, dm'3) (mg dm'3)

4,2 0,30 0,10 0,80 6,50 4,59 7,52 1,00 39,1

Cu | 7n | Fe ‘ Mn | B A\ M, 0 Prem

(mg dm”, (%) (dagkg") | (mgL™")
0,18 0,30 99,00 2,50 0,18 40,2 0,01 0,89
Caracteristicas fisicas do solo®
Argila | Silte ‘ Areia fina | Areia Grossa
(dagkg")
75 3 13 9

@ Determinagdes: pH em dgua; solo:solugdo 1:2,5; Ca, Mg e Al, extrator KCl 1 mol LT (EMBRAPA,
1997); Ca(OAc)® 0,5 mol L' pH7 - H+Al; P, K, Cu, Zn, Fe, Mn, extrator Mehlich-1 (DEFELIPO;
RIBEIRO, 1981); B, dgua quente (BERGER; TRUOG, 1939); V, indice de saturagdo por bases; m, indice
de saturag@o por aluminio; MO, matéria organica; Prem, P remanescente (ALVAREZ V. et al., 2000).
@ Ruiz (2005).
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A parcela experimental foi composta por um vaso com capacidade de 30 dm’ e
altura de 40 cm, com didmetro superior de 33 cm e didmetro inferior de 29 cm. Foi
realizada a adubagdo individual das parcelas, para maior homogeneizagdo. Assim, o
solo de cada vaso foi colocado em saco de rifia e, em seguida, os adubos foram
incorporados por meio de escarificagdo do solo agitando-se a mistura solo-adubo em
sacos de réafia. O adubo 20-0-20 foi aplicado (3 g/vaso) em superficie; logo depois, foi
feita a irrigagdo manual, mantendo-os na capacidade de campo.

O déficit hidrico foi calculado de acordo com a curva de retencdo de dgua no
solo, realizada no laboratério (Grafico 1). Os resultados de retencdo foram interpolados
pela equagdo de Van Genuchten, dada a seguir (eq. 2), que descreve o comportamento

da umidade do solo em fung¢do da tensdo.

Bs — Br

v = ¢
S T (eq. 2)

em que:

0 = umidade a base de volume, em cm’ cm'3;
Or = umidade residual, em cm’ em™ ;

0s = umidade de saturacfo, em cm’ cm'3;
Wm = potencial matricial, em cm; e

o, m, n = parametros do modelo.

0.293

(0,387)

-——0w

0.268 6=0,163 +

[+ (1,3378 ‘//)2,9209]0,1441

0.244 |
0.219

0.195

D= e~0—03

0.170
10 383 755 1128 1500
Matric potential (kPa)

Grafico 1 - Curva de retengdo de agua no solo gerada pelo programa Soil Water
Retention Curve (versao 3.0).
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O plantio do milho no experimento 1 foi realizado de forma manual, semeando-
se trés sementes de milho por vaso, colocando-as a 3,0 cm de profundidade e a 5,0 cm
de distancia entre si, na parte central do vaso. Apds a emergéncia delas, ocorrida em
20/03/2014, iniciou-se o desbaste, mantendo-se uma planta de milho por vaso.

O plantio do milho e de B. pilosa no experimento 2 foi realizado da seguinte
forma: para que a emergéncia das plantas ocorresse na mesma €poca, as sementes de
B. pilosa foram semeadas 12 dias antes do plantio do milho. Realizou-se o plantio
manual, semeando-se 10 sementes da planta daninha e trés sementes de milho por vaso,
colocando-as a 3,0 cm de profundidade e a 5,0 cm de distdncia entre si, na parte central
do vaso. Apdés a emergéncia delas, ocorrida em 20/03/2014, iniciou-se o desbaste,
mantendo-se uma planta de milho e duas de B. pilosa por vaso.

A adubagdo com micronutrientes foi feita aaplicando-se no solo, aos 17 dias
ap6s a emergéncia da milho, 1,39 mg dm™ de H3BOj; (4cido bérico), 2,61 mg dm™ de
CuCl,.2H,0 (cloreto de cobre di-hidratado), 2,03 mg dm™ de ZnCl, (cloreto de zinco) e
0,36 mgdm™ de MoO; (dcido molibdico). Na adubagdo nitrogenada, a uréia foi
aplicada na forma de solug@o e parcelada em duas aplicagcdes: 50% com 5 a 7 folhas
completamente expandidas e 50% com 9 a 12 folhas.

O monitoramento da umidade no solo foi feito na zona de maior atividade das
raizes (0-20 cm). Esse acompanhamento foi realizado, indiretamente, por meio de
medidas da tensdo em que a agua se encontra retida no solo. Essas medidas foram
obtidas utilizando-se o TS Minitensidometro digital (INFIELD 5) com sensibilidade de
0,1 kPa.

As leituras foram realizadas a cada 24 horas e seus respectivos dados anotados
em uma ficha de campo, devido ao ndo armazenamento do tensiometro. O manejo de
dgua (momento e volume de irrigag¢do) foi realizado ap6s duas medicdes por parcela
com tensidOmetro, quando atingiram as tensdes propostas. O volume de dgua aplicado
por irrigacdo foi calculado com base na curva de retencdo de dgua no solo; toda
irrigacdo foi feita elevando-se a umidade do solo a capacidade de campo (-10 kPa) e
quando aplicado o déficit hidrico (-70 kPa). Com as tensdes observadas, foram
calculadas as umidades correspondentes, a partir da curva de reteng¢do. De posse dessas
umidades e com a correspondente a capacidade de campo, foi calculado o volume de

reposi¢do, por meio da equagio 3.

V = (Bce — Oawa) X 19.000 (eq. 3)
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em que:

V = volume de 4gua, em cm’ ;
0.. = umidade na capacidade de campo, em cm’ cm” ;

. - 3 3
Oawa = umidade na tensdo de cada tratamento, em cm” cm ™ ; €

19000 = volume de solo no vaso, em cm’.

Para maior confiabilidade do efeito dos tratamentos neste estudo, o déficit
hidrico foi aplicado em dois periodos no ciclo do milho. Dessa forma, o primeiro
estresse foi iniciado no estadio vegetativo das plantas de milho, precisamente no estadio
V5 (cinco folhas completamente expandidas: 10/04/2013) até o estddio V9 (nove folhas
completamente expandidas: 01/05/2013), com duracdo de 21 dias. O segundo estresse
foi aplicado no florescimento (50% dos estilo-estigmas visiveis: 27/05) no estadio R1,

com duracgdo de sete dias.

Avaliacoes morfoléogicas

Ao final do experimento (87 dias apds emergéncia — estadio fenoldgico R2-R3),
retirou-se a parte aérea das plantas de milho, separando-as em folhas, o6rgdos
reprodutivos (primérdio de espiga e penddo) e colmo. Foi retirado o solo juntamente
com as raizes e, assim iniciado o processo de lavagem por meio de dgua; lavou-se
repetidamente em baldes, até a total retirada do solo aderido as raizes.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas morfoldgicas nas plantas de milho
no estadio reprodutivo:

a) Intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF): foram conferidas trés
vezes ao dia, apds a liberacdo do penddo nas plantas de milho; anotou-se a data de
liberagdo do pdlen da parte masculina (penddo) e a exposicdo dos cabelos das
espigas (estilo-estigmas) da parte feminina.

b) Numero de folhas verdes e total (NFV e NFT): as folhas foram retiradas das plantas
e contadas, iniciando-se a avaliagdo a partir da primeira folha da base até a folha-
bandeira totalmente expandida.

¢) Diametro do caule e altura de planta (DIAM e ALT): avaliados na fase de liberagcao
do penddo e do estilo-estigma — pleno florescimento das plantas de milho
(aproximadamente 60 dias apds emergéncia). Avaliou-se a altura das plantas, do

solo até a inser¢do da folha-bandeira, com auxilio de uma trena graduada, e o
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diametro de colmo, utilizando-se um paquimetro, na parte mais larga do colmo, a
10 cm do solo.
d) Altura da insercdo da primeira espiga (ALTPE): verificada pela distancia do solo até

a inser¢@o da espiga no colmo.

Foram colocados, separadamente, folhas, 6rgdos reprodutivos, colmo e raizes

das plantas de milho em sacos de papel e levados a estufa de circulacdo forcada de ar, a

70 °C, até atingirem peso constante, para determinacdo da matéria seca. Foi avaliada a

matéria seca de folhas (MSF), do caule (MSC), dos 6rgdos reprodutivos — espiga e

penddo (MSOR) e do sistema radicular (MSR), determinada por ocasido da colheita do

experimento, aos 90 dias apds emergéncia.
Por meio dos pardmetros para a andlise de crescimento descrita por Benincasa

(1988), foram avaliadas as seguintes caracteristicas do milho:

e Area foliar especifica (AFE), em cm? g'lz obtida pelo quociente entre a drea da folha
mais jovem totalmente expandida — analisada no equipamento de mesa LI-COR (LI-
3000) — e a matéria seca de folha.

e Area foliar total (AFT), em cm’ todas as folhas da planta foram analisadas
utilizando o equipamento de mesa LI-COR (LI- 3000).

e Razdo de massa foliar (RMF), em g g'l: fornecida pelo quociente entre a matéria
seca de folhas e a matéria seca total da planta.

e Razio de massa caulinar (RMC): obtida pelo quociente entre a matéria seca do caule
e a matéria seca total da planta.

e Razdo de massa radicular (RMR): obtida pelo quociente entre a matéria seca
radicular e a matéria seca total da planta.

e Razdo de folhas verdes (RFV): obtida pelo quociente entre o nimero de folhas
verdes e o nimero de folhas senescentes da planta.

e Indice de colheita (IC), em g g'lz obtido pelo quociente entre a matéria seca das
espigas e a matéria seca total da planta.

e Razdo parte aérea/sistema radicular (PA/SR), em g g’l: obtida a partir da soma da
matéria seca da parte aérea da planta (folhas + caule + primoérdios florais) dividida
pela matéria seca do sistema radicular (raiz).

Foram colocados, separadamente, folhas, sementes, caule e raizes das plantas

daninhas de Bidens pilosa em sacos de papel e levados a estufa de circulagéo for¢ada de
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ar, a 65 °C, até atingirem peso constante, para determinagcdo da matéria seca. Avaliou-se

a matéria seca de folhas (MSF), do caule (MSC), das sementes (MSS) e do sistema

radicular (MSR). Por meio dos pardmetros para a andlise de crescimento descrita por

Benincasa (1988), foram avaliadas as seguintes caracteristicas de B. pilosa:

e Razdo de massa foliar (RMF), em g g'lz obtida pelo quociente entre a matéria seca
de folhas e a matéria seca total da planta.

e Razdo de massa caulinar (RMC), em g g: obtida pelo quociente entre a matéria
seca do caule e a matéria seca total da planta.

e Razdo de massa radicular (RMR), em g g'lz obtida pelo quociente entre a matéria

seca radicular e a matéria seca total da planta.

Analise estatistica

Os resultados das avaliacdes foram submetidos a andlise de varidncia, e as
médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando o programa

estatistico SAEG. Quando necessario, realizou-se desdobramento dos fatores em estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de milho emergiram trés dias ap6s o plantio, e o florescimento delas
(50% das plantas com estilo-estigmas visiveis) ocorreu, em média, aos 60 dias apds a
emergéncia. Utilizando-se da equagéo 1, em média, foram computados 887,6 graus-dia
para florescimento das plantas e 1.399,2 graus-dia até o estadio R2-R3. Os valores de
temperaturas minimas e méaximas (médias de 16,5°C a 32,5 °C, respectivamente) e de
umidade relativa do ar (média de 85,3%) obtidos dentro da casa de vegetacao durante a

realizacdo do experimento estdo apresentados nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 - Temperaturas (méximas e minimas) na casa de vegetacdo durante a
condugdo do experimento, em Vigosa-MG, 2013.

75



UR (%)

50 T T T T T T T T T T T T T T T T T T

257820303517 1>23205 471 >2320 91065028
R BB R P o
Dia/Més

Figura 2 - Umidade relativa média do ar obtida diariamente dentro da casa de
vegetacdo durante o experimento, em Vigosa-MG, 2013.

Experimento 1 - Avaliacao biométrica de cultivares isogénicas de milho (Bt e
nao-Bt) em condicoes 6timas e de déficit hidrico

Apés andlise estatistica, constatou-se interacdo tripla para a caracteristica
intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF). Dessa forma, a interacio
foi desdobrada, estudando-se Hibridos dentro de Gene e Disponibilidade Hidrica
(Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 - Médias de intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF) das
plantas de milho, na combinagdo de hibridos, gene e disponibilidade hidrica.
Vigosa-MG, 2013

IFMF (dias)
) CE SE
Hibrido
Nao-Bt Bt Nao-Bt Bt
Agr. 30A95 3,0 aA 4,4 bA 4,0 aA 1,2bB
Dow 2B707 4,0 aB 7,2 aA 0,4 bB 4,6 aA
BG 7049 1,6 bA 2,6 bA 3,4 aA 1,2bB

* Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas e maitscula na linha, para cada disponibilidade
hidrica ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE —
déficit hidrico e SE — sem estresse; Gene: ndo-Bt — convencional e Bt — transgénico.

Entre os hibridos convencionais, houve diferenca em dias no IFMF na condicao
CE, em que o hibrido BG 7049 foi inferior aos demais. Para a condicdo sem estresse
(SE), o hibrido 2B707 foi inferior aos demais, que ndo diferiram entre si. No entanto,
quando se avaliaram os hibridos transgénicos, nas duas condi¢des hidricas (CE e SE), o
2B707 apresentou menor valor de IFMF em relag@o aos demais, que nio diferiram entre

si (Tabela 2).
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Tabela 3 - Médias de intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF) das
plantas de milho, na combinagdo de hibridos, gene e disponibilidade hidrica.
Vicosa-MG, 2013

IEMF (dias)
Hibrido Nao-Bt Bt
CE SE CE SE
Agr. 30A95 30a 4,0a 44 a 1,2b
Dow 2B707 40a 04b 7,2a 46D
BG 7049 1,6a 34a 2,6a 1,2a

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas, para o mesmo gene, ndo diferem entre si a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE — sem estresse;
Gene: ndo-Bt — convencional e Bt — transgénico.

Nesta mesma Tabela, observa-se que, quando as cultivares convencionais e
transgénicas foram comparadas entre si dentro da condi¢do CE, o transgénico do hibrido
2B707 apresentou maior IFMF em relacdo ao seu isogénico convencional.

Em condicdes ideais de disponibilidade hidrica, todos os hibridos diferiram entre
os seus isogénicos; os convencionais do 30A95 e o BG 7049 foram superiores aos seus
isogénicos transgénicos, diferentemente do comportamento do 2B707, que apresentou
maior IFMF no transgénico (Tabela2). Assim, observa-se que a reducdo da
disponibilidade hidrica afetou em maior magnitude o intervalo entre o florescimento
masculino e o feminino dos transgénicos.

Na Tabela 3, observa-se que, entre os hibridos convencionais, o que apresentou
diferenca no IFMF nas diferentes condicdes (CEe SE) foi o hibrido 2B707
convencional, que apresentou maior IFMF no cultivo em condi¢des de CE quando
comparado a SE, o que ndo foi observado entre os demais hibridos. Observou-se que as
cultivares transgénicas 30A95 e 2B707 aumentaram o IFMF em condi¢des CE quando
comparadas na condi¢do SE, fato esse ndo observado para o BG 7049 (Tabela 3).

Essa vem sendo uma das principais caracteristicas secundarias para discriminar
genotipos de milho em condicdes de déficit hidrico (ARAUS et al., 2011;
BADU-APRAKU et al., 2011; HAO et al., 2011). Souza et al. (2013), trabalhando com
dois hibridos de milho em campo, observaram que o maior valor da IFMF foi de
4,25 dias para o hibrido sensivel a condi¢des hidricas reduzidas. Entretanto, trabalhando
também com cultivar resistente a seca, verificou 2,75 dias como o miximo intervalo
entre o florescimento, o que indica que a natureza genética natural obtida por
cruzamentos convencionais influencia no comportamento produtivo das cultivares, com

possivel alteracdo do IFMF.
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Verificou-se que, de forma geral, houve tendéncia, no déficit hidrico, de
aumento do IFMF nos isogénicos Bt em relacdo aos seus ndo-Bt. Esse aumento
coincidiu com menor matéria seca de 6rgdos reprodutivos (MSOR) em condicdo de
déficit hidrico (Tabela4). A falta de sincronismo entre as inflorescéncias nos
transgénicos pode ser um dos fatores que podem ter afetado a produgdo de massa seca
dos 6rgaos reprodutivos dessa cultivar (DUBEY et al., 2010; SOUZA et al., 2013).

Segundo Latham et al. (2006), o processo de transgenia em si pode ser um fator
indutor de mutacdes, desde que a inser¢do do transgene rompa a sequéncia de DNA
endogena da planta hospedeira, gerando fendtipos inesperados e indesejados, como
observado neste estudo. Outro fato a ser considerado € o nimero de cépias e a
localizacdo do transgene, sendo relevantes para o desenvolvimento de modifica¢des
fenotipicas (MICHALAK, 2008; VAUCHERET; FAGARD, 2001).

O maior IFMF nestas cultivares pode ser explicado pela maior sensibilidade a
dias mais quentes (EDREIRA et al,, 2011), sendo observadas neste experimento
(Figura 1), em determinados dias, temperaturas proximas a 40 °C.

Avaliando as varidveis nimero de folhas totais (NFT) e nimero de folhas
senescentes (NFS), verificou-se interacdo significativa entre Hibrido e Gene (Tabela 4).
Na mesma Tabela, observa-se que a matéria seca de 6rgads reprodutivos (MSOR) e a
matéria seca total (MST) foram significativas na combinagdo entre Gene e
Disponibilidade Hidrica.

Observou-se que, entre as cultivares isogénicas convencionais, o 30A95
apresentou NFT inferior ao dos demais hibridos. No entanto, entre os transgénicos, 0s
hibridos 30A95 e 2B707 foram iguais e superiores ao BG 7049. Além de o 30A95
apresentar menor NFT entre convencionais, esse hibrido teve maior nimero de folhas
senescentes (NFS) que o BG 7049 e, significativamente, foi semelhante ao 2B707.
Entre os transgénicos, o 2B707 apresentou maior NFS que o BG 7049, porém ndo
diferiu do 30A95. Esse resultado representa menor efici€ncia para produgdo de
fotoassimilados, ou seja, ganho de carbono para a planta, por apresentar menor
quantidade de folhas fotossinteticamente ativas na planta.

Ao se comparar o NFT de convencionais com transgénicos do hibrido 30A95,
verificou-se que o transgénico foi superior ao seu isogénico convencional, ndo diferindo
entre os isogénicos dos demais hibridos. Contudo, quando comparado o NFS dos
hibridos convencionais e transgénicos, o 2B707 foi o unico a apresentar diferenca entre

seus isogénicos, sendo o transgénico superior ao seu convencional (Tabela 4).
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Tabela 4 - Valores médios de nimero de folhas totais (NFT), nimero de folhas
senescentes (NFS) referente a combinagdo entre hibrido e gene, matéria seca
de 6rgdos reprodutivos (MSOR) e matéria seca total (MST) na combinacio
entre gene e disponibilidade hidrica. Vigosa-MG, 2013

, NET NES
Hibrido
Nio-Br | Bt Nio-Br | Bt
Agr. 30A95 15,70 bB 17,10 aA 3,60 aA 2,60 abA
Dow 2B707 17,50 aA 18,00 aA 2,40 abB 3,80 aA
BG 7049 17,60 aA 16,50 bA 2,20 bA 2,20 bA
MSOR (g) MST (g)
Gene
CE SE CE SE
N3ao-Bt 157,80aA 177,93aA 271,86 aB 384,00 bA
Bt 116,46aB 213,20aA 231,40 aB 404,87 aA

* Médias seguidas de mesma letra, mintdscula nas colunas e maiuscula na linha, para cada varidvel, ndo
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Gene: ndo-Bt — convencional e Bt —
transgénico; Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE — sem estresse.

Verificou-se que, quanto menor a sincronia entre o IFMF, maior a senescéncia
foliar em alguns hibridos, o que, de acordo com Sangoi et al. (2013), em trabalho
avaliando a senescéncia foliar e a resposta de hibridos de milho a seca, € justificavel,
pois esses autores concluiram que a maior sincronia entre a antese e 0 espigamento € a
menor esterilidade feminina contribuem para retardar a senescéncia foliar apds
florescimento, resultando em maior tolerincia a estresses presentes no ambiente.

A senescéncia foliar € um dos primeiros sintomas visiveis a ser observado na
seca (SMIT; SINGELS, 2006). A senescéncia da folha pode ser causada por maior
degradagio dos pigmentos pelas espécies reativas de oxigénio (ERO), que, em condicio
de déficit hidrico, tém sua producdo aumentada (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).
A evolugdo da senescéncia foliar durante o enchimento de grios depende da
disponibilidade hibrica, do suprimento de nitrogénio e das relagdes entre fonte e
demanda (BOOMSMA et al., 2009; SANGOI et al., 2010), e o seu retardamento é uma
alternativa para aumentar a quantidade de carbono fixada pelas culturas (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Para massa seca de 6rgdos reprodutivos (MSOR), nao se observou diferenca
entre as cultivares isogénicas, dentro de cada condi¢@o hidrica. Contudo, os transgénicos
cultivados em déficit hidrico apresentaram menor MSOR, comparado com o cultivo em

disponibilidade hidrica ideal, o que ndo ocorreu nos convencionais (Tabela 4). Nesta
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tabela, nota-se que houve reducdes na massa seca total das plantas (MST) quando estas
foram cultivadas em condi¢@o de déficit hidrico, tanto para os transgénicos quanto para
os convencionais, porém ressalta-se que somente houve reducgdo significativa da MSOR
nos transgenicos.

Nesse sentido, observa-se que plantas transgénicas também tiveram maior altura

de plantas e da primeira espiga, comparadas com as convencionais (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores médios de altura das plantas de milho (ALT) com o seu o gene Bt.
Vigosa-MG, 2013

Gene ALT (cm) | ALTPE (cm)
Nio-Br 227b 99 b
Bt 253 a 117 a

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. Gene: ndo-Bt — convencional e Bt — transgénico.

Resultados obtidos por diversos autores divergem do verificado neste trabalho,
pois, de acordo com Coelho (2013), altura de plantas ndo apresentou diferenca
estatistica entre o milho convencional e o milho transgénico, e Werle et al. (2011)
demonstraram que apenas um de 10 hibridos mostrou diferenga estatistica entre
convencional e transgénico. Riquetti (2011) observou ndo haver diferenca entre milho
convencional e transgénico quando submetidos a diferentes manejos de solo: a altura do
milho variou de 2,41 a 2,48 m. Provavelmente estes resultados diferem devido aos
diferentes hibridos utilizados, ao evento transgénico testado e as condicdes
experimentais.

Ressalta-se que houve o méximo de controle de pragas, sendo o cultivo realizado
em local protegido; portanto, o material convencional ndo encontrou barreiras ou
empecilhos para o seu desenvolvimento. O milho convencional apresentou menor altura
de plantas e insercdo da espiga e mesmo didmetro de colmo.

O investimento desproporcional em altura pode influenciar negativamente no
rendimento de grdos por plantas e, possivelmente, apresentar gastos metabdlicos
excessivos para crescimento vegetativo de colmo e folhas. No entanto, vale salientar
que altura de planta e insercdo de espiga sao fatores que, em geral, ndo sofrem grandes
variagdes para cultivares testadas em um mesmo local, sob as mesmas condi¢des
climéticas e de solo, conforme relatam Souza et al. (2001), embora sejam considerados

indicadores de maior produtividade de graos (WERLE, 2011).
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Na combinacdo desses resultados, deve-se levar em conta que a maior
importancia estd na eficiéncia de formagao do 6rgdo de interesse econdmico, que no
caso do milho € o enchimento de graos nas espigas. O que se espera é que plantas se
desenvolvam em sua plenitude, investindo no acimulo de carboidratos em suas partes
vegetativas, para que posteriormente, na época adequada, ocorra a remobilizagdo de
assimilados e nutrientes armazenados durante o seu desenvolvimento (folhas, caule e
raiz) para os graos (SANGOI et al., 2010, 2013).

Desse modo, verificou-se que houve maior sensibilidade dos transgénicos ao
déficit hidrico, com menor producio de massa seca de espiga e penddo (MSOR). Nota-
se a importancia de se ter maior peso de 6rgdos reprodutivos, mesmo em condi¢des de
baixa disponibilidade hidrica, principalmente levando-se em consideracdo o peso das
espigas, que representam grande parte da MSOR, o que influenciara diretamente no
potencial produtivo final da cultivar (MAGALHAES et al., 2009; SANGOI et al., 2010,
2013).

Na avaliacdo das caracteristicas DIAM, NFT, MSF, AFT, RFV e IC entre os
hibridos (Tabela 6), verificou-se que o DIAM do 2B707 foi superior aos demais, porém
estes ndo diferiram entre si. Para as caracteristicas NFT, MSF e AFT, observou-se que
2B707 foi superior ao 30A95, porém eles ndo diferiram do BG 7049. Contudo, para a
varidvel RFV, o hibrido BG 7049 foi superior ao 30A95, porém eles ndo diferiram
significativamente do 2B707.

De modo geral, o 2B707 foi superior aos demais hibridos em todas as variaveis
morfoldgicas relativas ao crescimento, porém, para o indice de colheita, o BG 7049 foi

superior ao 2B707, sendo que eles ndo diferiram do 30A95 (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores médios de didmetro do caule (DIAM), nimero de folhas totais
(NFT), matéria seca de folha (MSF), area da maior folha (AMF), area foliar
total (AFT), razdo de folhas verde (RFV) e indice de colheita (IC) de
hibridos de milho. Vigosa-MG, 2013

DIAM NFT MSF AFT 1C
(cm) | (unidade) | () (cm?) RV e
Agr. 30A95 14,80 b 16,40b 69,85 b 10921,80 b 8,10b 0,287 ab
Dow 2B707 17,80 a 17,80a 90,50 a 13696,45 a 8,25 ab 0,245 b
BG 7049 14,55 b 17,05ab 79,10 ab 12445,65 ab 8,70 a 0,317 a

* Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas nio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

Hibrido
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De acordo com Magalhaes et al. (2009), um dos motivos que podem ter levado
a um melhor rendimento de determinado hibrido em seu trabalho foi o aumento do
indice de colheita, ou seja, uma maior alocag¢do diferencial de fotoassimilados para a
espiga durante seu ciclo de vida. Essa diferenca na alocag¢@o entre os hibridos reforga
ainda mais a ideia de que determinados hibridos sdo fortemente limitados pelo dreno
(BORRAS et al., 2004; TAIZ; ZEIGER, 2009).

O indice de colheita identifica a habilidade de um hibrido em combinar elevada
capacidade de producdo total e destinar a matéria seca acumulada aos grios
(GRUZSKA, 2012). Cui et al. (2009), estudando um hibrido de milho durante dois
anos, registraram indices de colheita de 0,42 e 0,46, respectivamente. Vale ressaltar que
o IC avaliado no estddio R3 teve como objetivo obter informagdo no que diz respeito a
capacidade de disponibilizar fotoassimilados para formagao da estrutura reprodutiva das
plantas de milho, ou seja, os dados apresentados se referem ao potencial de
fotoassimilados que foram destinados a producdo da estrutura reprodutiva (espigas
empalhadas mais penddo) nessa fase de desenvolvimento em que se encontra, o que
poderd refletir na época de colheita e, assim, justificar os resultados encontrados na
literatura.

Trabalhando com diferentes hibridos transgénicos, Schiochet e Marchioro
(2011) observaram que a tecnologia Bt ndo foi determinante para o incremento no
rendimento de gridos para os hibridos avaliados. Esses autores concluiram que diferentes
componentes do rendimento de grdos foram responsaveis pelo desempenho superior em
produtividade de determinado hibrido. Entretanto, neste trabalho ndo foi efetuado o
controle de insetos com inseticidas, embora, segundo os autores, as condi¢cdes ndo
tenham sido favordveis ao ataque de pragas.

Com os resultados, pode-se afirmar, com base nos trabalhos realizados, que
plantas de milho com maior colmo provavelmente apresentam maior capacidade de
alocar seus recursos (DOURADO NETO et al.,, 2003; MANFRON et al.,, 2003;
SANGOI et al., 2010). Nao foi observada esta relacdo (DIAM e IC) neste trabalho,
possivelmente devido a antecipacdo da avaliacdo realizada, havendo diferenca na
cinética de retranslocacdo de assimilados entre os hibridos (TAIZ; ZEIGER, 2009), ou
mesmo nas relacoes supracitadas IFMF, NFT e NFS), ja discutidas.

O volume de fotoassimilados produzidos influenciou o crescimento do colmo,
aumentando a sua capacidade cubica de armazenamento. No segundo momento, 0s

carboidratos armazenados no colmo sio translocados para a formacgdo e emissdo das
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inflorescéncias, com posterior desenvolvimento dos grdos, que ocorre em maior
magnitude no estddio R3, quando o grao esta leitoso (MAGALHAES; DURAES, 2002;
CASTRO et al., 2008; SANGOI et al., 2010).

Além das informacdes supracitadas, verifica-se que em vdrios trabalhos as
plantas com maior didmetro de colmo também apresentam maior comprimento e
didametro médio em suas espigas e grios, com reflexos positivos na produtividade,
atuando como 6rgdo equilibrador da relacdo “fonte-dreno”, na remobilizagdo de
carboidratos de reserva, com contribui¢do percentual que pode variar de 17% a 44%,
dependendo do gendtipo (FANCELLI, 2013; BRITO et al., 2013), da populagdo e da
prolificidade (DOURADO NETO et al., 2003; SANGOI et al., 2010).

Nas razdes de massas avaliadas (RMF, RMC e RMR), na combinagdo entre
hibrido e disponibilidade hidrica, verificou-se que somente para RMF houve diferenca
entre os hibridos dentro de cada disponibilidade hidrica (CE e SE). Desse modo, na
condicdo CE o hibrido 30A95 teve a RMF superior a dos demais, que ndo diferiram
entre si. Contudo, na condi¢do SE, o hibrido 2B707 foi superior aos demais, que nao

diferiram entre si (Tabela 7).

Tabela 7 - Valores médios de razdo de massa foliar (RMF), razdo de massa caulinar

(RMC) e razdo de massa radicular (RMR) referente a combinacdo de
hibrido com disponibilidade hidrica. Vicosa-MG, 2013

RMF RMC RMR
Hibrido (ggh (ggh (ggh
CE SE CE SE CE SE

Agr. 30A95 1,90 aA 1,10 bB 2,90 aA 2,60 aA 2,30 aB 3,20 aA
Dow 2B707 1,20 bA 1,60 aA 3,10 aA 3,30 aA 2,70 aA 2,70 aA
BG 7049 1,40 bA 1,10 bA 2,90 aA 3,10 aA 2,00 aB 2,90 aA

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e maitiscula na linha, para cada varidvel, ndo
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico
e SE— sem estresse.

Na mesma Tabela, na comparacdo do mesmo hibrido entre as condicdes de
cultivo, observou-se que o hibrido 30A95 aumentou a RMF paralelamente a redugéo de
sua RMR e manutencdo da RMC quando a disponibilidade de 4dgua foi reduzida (CE). O
mesmo ocorreu para o0 BG 7049, com aumento da RMF e manutencdo da RMC, porém

sem diferenca estatistica para essa caracteristica.
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O mesmo resultado ja havia sido observado em trabalho realizado por Vilela e
Bull (1999) em milho submetido a limitacdo hidrica, onde se verificou, em todas as
épocas, que as plantas submetidas a estresse intenso tiveram os valores de RMF
significativamente maiores que os das plantas controle, sugerindo menor exportacio de
assimilados da folha para outros 6rgdos da planta. Segundo esses autores, aos 83 dias
ap6s a emergéncia, a massa seca do caule do estresse se igualou a do tratamento sem
déficit hidrico.

Na raiz, a presencga de vasos de xilema em maior nimero e com menor didmetro
pode favorecer a conservacdo de d4gua nas plantas de milho. Essas caracteristicas podem
indicar maior condutividade hidrdulica, aumentando a capacidade de transporte de dgua
(LI et al., 2009). As camadas de células nas raizes conhecidas como endoderme e a
exoderme podem ser medidas, e uma maior espessura dessas estruturas pode indicar
impedimento da saida de 4gua dos feixes de xilema para o solo, evitando a desidratacéo
(SOUZA et al., 2013). Aerénquimas (camaras de ar) nas raizes de milho podem ter a
funcdo de favorecer a maior exploracdo do solo e aquisicio de dgua, pois estas
estruturas decrescem o custo metabdlico de raizes em crescimento, devido a diminui¢ao
da presenga de células em respiracdo (SOUZA et al., 2013; ZHU et al., 2010).

Em trabalho com objetivos diferentes dos deste, verificaram-se resultados que
contrastam com o aqui encontrado, a exemplo do estresse por competi¢io com plantas
daninhas. Lemos et al. (2012) observaram que houve redugdo da razdo parte aérea/sistema
radicular, o que alterou o equilibrio funcional da alocag¢do de biomassa das plantas. Em
contrapartida, Liu et al. (2009) observaram que plantas de milho apresentaram aumento
da razdo parte aérea/sistema radicular. Esses resultados indicam que a alocacdo de massa
nas diferentes partes da planta pode variar, além da constitui¢do genotipica do hibrido
utilizado, também com o tipo de estresse presente no ambiente e suas interacdes.

Na Tabela 8, observa-se que houve diferenca entre as disponibilidades hidricas
para as varidveis DIAM, ALT, ALTPE, MSR, MSC, MSF, MSOR, AFE, AFT, MST,
RMF e RMR, com reducdes em todas elas quando as plantas de milho foram cultivadas
em condicdo de estresse (CE). Entretanto, para a varidvel PA/SR, plantas em CE
apresentaram-se superiores aquelas cultivadas com disponibilidade hidrica adequada.
Ha trabalhos que apresentam redugdo do desenvolvimento radicular das plantas, devido
a baixa disponibilidade hidrica e sua associagdo com a deficiéncia de fésforo, o que
altera a alocagdo de biomassa e, consequentemente, o equilibrio funcional da planta

(RESENDE et al., 1999; FREIRE et al., 2012).
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Tabela 8 - Valores médios de didmetro do caule (DIAM), altura de plantas (ALT), altura de insercio da primeira espiga (ALTPE), matéria seca
da raiz (MSR), matéria seca do caule (MSC), matéria seca de folha (MSF), matéria seca de 6rgaos reprodutivos (MSOR), area foliar
especifica (AFE), drea foliar total (AFT), matéria seca total (MST), razdo de massa foliar (RMF), razdo de massa radicular (RMR) e
razdo parte aérea / sistema radicular (PA/SR) das plantas de milho. Vigcosa-MG, 2013

DH. DIAM ALT ALTPE MSR MSC MSF MSOR AFE AFT MST RMF RMR PA/SR
(cm) (cm) (cm) @ @ (@ @ | (em’g) | (emd) @ ggh) | (ggh | (ggh
CE 144b 2,1b 98,6 b 101 b 128 b 67b 137b 55,6b 10398 b  351,6 b 1,5a 23Db 39a
SE 17,0 a 2,7 a 117,6 a 121 a 221 a 91 a 195a 63,2a 14311a 4444 a 1,3b 29a 2,7b

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas nio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. D.H. - disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico

e SE — sem estresse.
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Essas descrigdes refor¢am a importincia do controle adequado da irrigacdo no
cultivo de milho. Conforme Wu et al. (2011), estudando o crescimento e a transpiragao
do milho em casa de vegetagdo sob deficiéncia hidrica, ocorre reducio na formacio de
fitomassa e na transpira¢do quando a umidade nos vasos € inferior a 90% da capacidade
de campo. Ja segundo Schittenhelm (2010), trabalhando com a cultura do milho em
consdrcio com sorgo e girassol, o milho tem potencial de produ¢io mesmo em anos
com baixa disponibilidade hidrica. Para Chun et al. (2011), a redu¢do da disponibilidade
hidrica favorece o estresse as plantas de milho, com redugdo de seu crescimento, mesmo
sob condicdes de atmosfera modificada com aumento de CO,.

Caso ocorra menor disponibilidade de 4gua nas fases principais do milho
(SANGQOI et al., 2013), pode ocorrer menor crescimento do sistema radicular, ainda que
exista uma barreira de protecdo hidraulica préxima a coifa, o que torna esse tecido mais
tolerante e com menor redugdo de crescimento em condi¢des de déficit hidrico que a

parte aérea (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Experimento 2 - Avaliacio biométrica de cultivares de milho isogénicas (Bt e nao-
Bt) submetidas a competicio com plantas de Bidens pilosa sob condi¢ées 6timas e
de déficit hidrico

Ap6s andlise estatistica, para estudo de fator isolado, verificou-se significancia
das caracteristicas DIAM, ALTPE, NFT, NFV, MSC, MSF, MSOR, AFT e MST para
Hibrido; DIAM, MSR, MSF, MSC, MSOR, AFE, AFT e MST para Disponibilidade
Hidrica; e IFMF para Gene.

Para as interacdes duplas, as varidveis IFMF, MSR e MST foram estudadas na
interacdo de Hibrido e Gene. O NFV e a RFV foram significativos para interacdo
Hibrido e Disponibilidade Hidrica, enquanto NFT, MSOR, AFE e MST foram
significativas para interacdo Gene e Disponibilidade Hidrica. Dessa forma, a interacéo
foi desdobrada, estudando-se os fatores correspondentes entre si.

Verificou-se na Tabela 9, que para diametro do caule (DIAM), altura da primeira
espiga (ALTPE), nimero de folhas totais (NFT), matéria seca de folha (MSF), massa
seca de orgdos reprodutivos (MSOR) e matéria seca total (MST), o resultado encontrado
foi o mesmo, ou seja, os hibridos 2B707 e BG 7049 foram iguais e superiores ao
30A95. No entanto, para nimero de folhas verdes (NFV) e matéria seca do caule
(MSC), o hibrido 2B707 foi superior ao 30A95, porém eles ndo diferiram
significativamente do hibrido BG 7049. Nesse sentido, a drea foliar total (AFT) do BG
7049 foi superior a do 30A95, mas eles néo diferiram do 2B707.
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Tabela 9 - Valores médios de didmetro do caule (DIAM), altura da primeira espiga (ALTPE), nimero de folhas totais (NFT), nimero de folhas
verdes (NFV), massa seca de caule (MSC), matéria seca de folha (MSF), massa seca de 6rgaos reprodutivos (MSOR), drea foliar total
(AFT) e massa seca total (MST) de hibridos de milho submetidos a competi¢cdo com plantas de Bidens pilosa em condi¢des Otimas e

de déficit hidrico. Vigosa-MG, 2013

Hibrido DIAM ALTPE NFT NFV MSC MSF MSOR AFT MST
(cm) (cm) (unidades) (unidades) (2) (2) (2) cm’ (2)
Agr. 30A95 12,53 b 87,5b 15,60 b 13,55b 96,80 b 51,05b 81,05b 7268,95b 331,95b
Dow 2B707 14,79 a 105,0 a 17,25 a 14,90 a 149,85 a 66,00 a 113,35 a 8568,70 ab 468,65 a
BG 7049 14,52 a 99,0 a 16,65 a 14,15 ab 125,50 ab 66,30 a 120,85 a 9432,45 a 440,50 a

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Na Tabela 10, avaliando-se a disponibilidade hidrica, foi possivel observar
diferenca significativa nas varidveis DIAM, MSR, MSC, MSF, MSOR, AFE, AFT,
MST, RMF e RMR, em que plantas de milho cultivadas em disponibilidade hidrica
ideal (SE) superaram o cultivo onde se havia aplicado o déficit hidrico (CE).

Avaliando o intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF) na
média geral do fator Gene, verificou-se, na comparagao entre isogénicos, que a presenca
do gene Bt foi preponderante para o aumento nos dias no IFMF, em comparagéo as
plantas sem o gene (Tabela 11). Na mesma tabela, observa-se, na interacdo entre
Hibrido e Gene para essa varidvel, que os hibridos sem o gene Bt ndo difereriram entre
si. No entanto, especificamente entre os transgénicos, constatou-se que o IFMF do
2B707 foi superior ao do BG 7049, sem, contudo, diferirem do 30A95.

Na comparacdo entre convencionais e transgénicos, observou-se que, nos
hibridos simples avaliados (30A95 e 2B707), o IFMF foi superior nas cultivares
transgénicas, quando comparadas as convencionais. Somente para o hibrido triplo (BG
7049) nao houve diferenca entre suas versdes (Tabela 11).

Esse resultado representa menor eficiéncia para produgdo de grios em
quantidade adequada, ou seja, o aumento no IFMF proporciona a reducdo da eficiéncia
em polinizagdo e formagdo de graos na espiga e, assim, menor forca do dreno para a
planta, o que causa reducdo consideravel na transferéncia de fotoassimilados vindos da
fonte, que sdo as reservas da planta, bem como a fotossintese atual de suas folhas. O que
se espera ¢ que plantas se desenvolvam em sua plenitude investindo no actimulo de
carboidratos em suas partes vegetativas, para que posteriormente, na época adequada,
ocorra a remobilizacdo de assimilados e nutrientes armazenados durante o seu
desenvolvimento (folhas, caule e raiz) para os graos (SANGOI et al., 2010).

O estresse pode alterar a taxa de transporte de fito-hormonios e carboidratos
dentro da planta, tornando as espigas iniciadas tardiamente menos capazes de se
tornarem funcionais e produzirem graos, devido a sua menor capacidade competitiva
por fotoassimilados com as demais estruturas da planta (TAIZ; ZEIGER, 2009;
SANGOI et al., 2013).
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Tabela 10 - Valores médios de didmetro do caule (DIAM), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca do caule (MSC), matéria seca de folha
(MSF), matéria seca de 6rgaos reprodutivos (MSOR), area foliar especifica (AFE), area foliar total (AFT) e matéria seca total (MST)
das plantas de milho submetidas a competi¢do com plantas de Bidens pilosa nas diferentes disponibilidades hidricas. Vigosa-MG,

2013
. . o DIAM MSR MSC MSF MSOR AFE AFT MST
Disponibilidade hidrica ) )
(cm) (®) (2) (2 (& (em”™g™) (cm’) )
CE 132,76 b 84,63 b 106,36 b 51,87b 78,77b 44,36b 7238,83 b 331,43b
SE 146,26 a 141,46 a 141,73 a 70,36 a 131,40 a 53,03a 9607,90 a 495,96 a

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e

SE — sem estresse.
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Tabela 11 - Valores médios de intervalo entre florescimento masculino e feminino
(IFMF), matéria seca de raiz (MSR) e matéria seca total (MST) de plantas
de milho isogénicas submetidas a competicdo com plantas de Bidens pilosa
na combinag¢do de hibridos com gene. Vigosa-MG, 2013

IFMF MSR MST

Hibrido (dias) (2) (2)

Nao-Bt Bt Nao-Bt Bt Nao-Bt Bt
Agr. 30A95 3,70 aB 6,60 abA 111,10 aA 75,30 bA 369,30 aA 294,60 bA
Dow 2B707 4,10 aB 8,30 aA 111,60 aA 146,70 aA 434,40 aA 492,90 aA
BG 7049 5,10 aA 3,90 bA 97,20 aA 136,40 aA 398,70 aA 402,30 aA

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e maitiscula na linha, para cada varidvel, ndo
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Gene: Ndo-Bt — convencional e
Bt — transgénico.

O déficit hidrico ocorreu em um periodo critico, ou seja, da pré-floragdo ao
inicio do enchimento de grdos. A recuperagdo da capacidade produtiva da cultura
podera ndo ocorrer de forma satisfatoria, uma vez que os eventos reprodutivos sio
muito mais rdpidos do que os verificados durante o crescimento vegetativo, sendo o
milho extremamente sensivel ao deficit hidrico nessa fase, em decorréncia dos
processos fisiolégicos ligados a formacdo do zigoto e inicio do enchimento de grios
(ZINSELMEIER et al., 1995); no entanto, segundo Kron et al. (2008), se as condi¢des
hidricas se tornarem favordveis, poderd garantir niveis satisfatérios de producdo de
graos.

Para matéria seca de raiz (MSR) e matéria seca total (MST), houve diferencas
principalmente entre transgénicos. Os hibridos transgénicos 2B707 e BG 7049 nio
diferiram entre si, porém foram superiores ao 30A95. Essa diferenca foi evidente: o
30A95 apresentou praticamente a metade da massa da matéria seca dos demais, o que
representa uma importante diminui¢do do crescimento e ganho de massa ndo s6 para o
sistema radicular, mas para a massa total da planta (Tabela 11). No entanto, entre os
isogénicos ndo se verificou alteracdo da MSR.

Corroborando esse resultado, Coelho (2013), em trabalho conduzido em
ambiente protegido, também ndo verificou diferenca entre o milho transgénico e o
milho convencional para MSR, porém o milho convencional produziu 4,28% de massa
seca total a mais que o milho transgénico. Resultados semelhantes foram encontrados

por Basilli et al. (2008), que avaliaram materiais convencional e transgénico em
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diferentes adubagdes e dosagens de aplicacdo de inseticidas e n@o encontraram
diferenca para MSR.

As médias de nimero de folhas totais (NFT), matéria seca dos o&rgaos
reprodutivos (MSOR), 4rea foliar especifica (AFE) e matéria seca total (MST) da
interacdo entre os fatores Gene e Disponibilidade Hidrica sdo apresentadas na
Tabela 12.

Para o NFT, quando as cultivares convencionais e transgé€nicas foram avaliadas
em uma mesma condi¢do de cultivo (CE ou SE), verificou-se que somente na condicdo
CE foi possivel observar diferenca entre as cultivares, em que a convencional
apresentou menor NFT. Ao se avaliar o comportamento de uma mesma cultivar em
diferentes condicoes, verificou-se que as cultivares convencionais em condicdo CE
apresentaram menor quantidade total de folhas, comparada a condi¢édo SE.

Quando as plantas s@o expostas a situacdes de déficit hidrico, exibem,
frequentemente, respostas fisiolgicas que resultam, de modo indireto, na conservacio
da dgua no solo, como se estivessem economizando para periodos futuros (KRON et al.,
2008), que consistem no decréscimo da producdo da érea foliar, do fechamento dos
estomatos, da aceleracio da senescéncia e da abscisdo das folhas (TAIZ; ZEIGER,
2009).

Quando se avaliou a matéria seca da espiga empalhada e penddo (MSOR), houve
variagdes interessantes no que se refere ao comportamento de transgénicos em relacéo
aos convencionais cultivados no ambiente estressado (CE). Desse modo, verificou-se
que cultivares com o gene Bt apresentaram menor MSOR comparadas as cultivares
convencionais. Também se observou diferenca no cultivo dos transgénicos nas
diferentes condi¢des propostas, em que plantas transgé€nicas cultivadas CE apresentaram
reducdes significativas da MSOR, quando comparadas as do cultivo SE, fato ndo
observado para os convencionais.

Esses resultados corroboram a andlise de oito diferentes hidridos de milho
isdgenos (convencional e transgénico) com controle de pragas (trés aplicacdes de
inseticidas) feita por Werle et al. (2011), onde puderam constatar que seis desses
materiais ndo-Bt apresentaram maior produtividade que o seu isogénico Bt. Em seu
trabalho, verificou-se que houve diferenca estatistica em quase todas as comparacdes,
com ressalva nos dois casos onde o milho Bt apresentou maior produtividade que o néo-

Bt, porém sem diferirem estatisticamente.
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Tabela 12 - Valores médios de nimero de folhas totais (NFT), matéria seca dos 6rgéos reprodutivos (MSOR), area foliar especifica (AFE) e
matéria seca total (MST) de plantas de milho isogénicas submetidas a competicdo com plantas de Bidens pilosa na combinagdo de
gene e disponibilidade hidrica. Vigcosa-MG, 2013

MSOR AFE MST
Gene NFT © (em’ g) ©
CE SE CE SE CE SE CE SE
N3ao-Bt 15,93 bB 16,86 aA 94,13 aA 118,00 aA 48,53 aA 50,26 aA 344,87 aB 456,74 bA
Bt 16,73 aA 16,46 aA 63,40 bB 144,00 aA 40,20 bB 55,80 aA 318,00 aB 535,20 aA

* Médias seguidas de mesma letra, mindscula nas colunas e maidscula na linha, para cada varidvel, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE — sem estresse; Gene: ndo-Bt — convencional e Bf — transgénico.

92



Outra varidvel importante ¢ a AFE, que indica a eficiéncia no uso de
fotoassimilados na formacdo do tecido foliar. Assim, quanto maior o resultado, mais
eficiente é a planta no uso de fotoassimilados, refletindo na efici€ncia no uso da luz
(LACERDA et al., 2010). Na Tabela 12, observaram-se diferengas entre convencionais
e transgénicos somente na condi¢do CE. As cultivares ndo-Bt apresentaram maior AFE
em relacdo as cultivares Bt. Verificou-se que plantas Br cultivadas no ambiente
estressado mostraram reducgéo significativa da AFE, quando comparadas no cultivo sem
estresse, 0 que nao se observou na auséncia do gene Bt.

De acordo com Vilela e Bull (1999), a matéria seca das folhas foi o componente
responsavel pela variacdo na AFE, causando reducdes nesse indice quando do aumento
desta, e os niveis de estresse ndo afetaram a drea foliar das plantas de milho, o que
indica que a presenca do gene Bt esteja possivelmente relacionada a alteragcdo dessa
caracteristica.

O déficit hidrico altera o desenvolvimento das culturas, com reducdo da area
foliar e na fotossintese, e afeta vdrios outros processos, como: brotacdo, polinizagao,
absorcdo de nutrientes e translocacdo de fotossintatos (TAIZ; ZEIGER, 2009). Alguns
autores tém estudado a cultura do milho em condi¢des de déficit hidrico em casa de
vegetacdo, como Wu et al. (2011), que observaram reducdo na formagdo de fitomassa e
na transpiragdo quando a umidade nos vasos foi inferior a 90%, interferindo nos
fotoassimilados para o enchimento dos gréos.

Na matéria seca total (MST), verificou-se que entre convencionais e
transgénicos somente houve diferenga na condicdo ideal de cultivo. Nesse caso, plantas
de milho na presenca do gene Bt apresentaram maior MST quando comparada as
plantas sem o gene (Tabela 12). Entretanto, quando se avaliou o cultivo dos
transgénicos e dos convencionais nas diferentes condi¢des propostas, verificou-se que,
independentemente da presenga ou ndo do gene, plantas cultivadas CE tiveram redugdes
na MST, comparada a condi¢éo ideal de cultivo (Tabela 12).

O nimero de folhas verdes na planta (NFV) e a razio de folhas verdes e
senescentes (RFVS) foram significativos para a interacdo entre Hibrido e
Disponibilidade Hidrica (Tabela 13).

Para o NFV, houve diferenca entre os hibridos avaliados somente quando
cultivados na condi¢do de déficit hidrico, na qual o 2B707 e BG 7049 foram iguais e
superiores ao 30A95. Contudo, na compara¢do do mesmo hibrido entre as condicdes de

cultivo, verificou-se que o hibrido 30A95 foi superior na condi¢do sem estresse, porém
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o inverso foi obtido para 0 BG7049. Na RFVS, ndo foram observadas diferencgas entre
hibridos dentro da condicao de déficit hidrico. No entanto, na condigdo ideal de cultivo,
o hibrido 30A95 foi superior ao BG 7049, porém eles ndo diferiram significativamente
do 2B707 (Tabela 13).

Tabela 13 - Valores médios de nimero de folhas verdes na planta (NFT) e razdo de
folhas verdes e senescentes (RFVS) de plantas de milho submetidas a
competicdo com plantas de Bidens pilosa na combinacdo de hibrido e
disponibilidade hidrica. Vigosa-MG, 2013

) NFV RFVS
Hibrido
CE SE CE SE
Agr. 30A95 12,80 bB 14,30 aA 8,60 aA 8,80 aA
Dow 2B707 15,10 aA 14,70 aA 8,70 aA 8,50 abA
BG 7049 14,70 aA 13,60 aB 8,80 aA 8,10 bA

* Médias seguidas de mesma letra, minudscula nas colunas e maitscula na linha, para cada varidvel, ndo
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico
e SE — sem estresse.

Nesses resultados, ressalta-se a importancia da RFVS, que, no geral, mesmo que
determinado hibrido tenha apresentado redu¢do do NFV, mantive a razio estavel entre
os cultivos (CE e SE), estando essas diferencas provavelmente, relacionadas as varias
interacdes existentes na competi¢io com plantas daninhas de B. pilosa (PROCOPIO
et al., 2004, 2005; CHIOVATO et al., 2007; ASPIAZU et al., 2010; SANTOS; CURY,
2011; LEMOS et al., 2012a, b; CURY et al., 2013), associada a diferenga genotipica de
cada hibrido.

A avaliacdo biométrica de plantas de B. pilosa em competicio com diferentes
cultivares de milho (Bt e ndo-Bt) sob condicdo de déficit hidrico foi realizada com
objetivo de conhecer o comportamento desses hibridos e suas cultivares isogénicas a
partir da alteracdo morfoldgica de B. pilosa.

Contudo, de acordo com a andlise estatistica obtida, ndo houve quaisquer tipos
de interacdo entre os fatores avaliados (Hibrido x Gene x Disponibilidade hidrica). Na
avaliagc@o de fator isolado, houve significancia para a Disponibilidade Hidrica, em que
foram estudadas as varidveis matéria seca da raiz (MSR), do caule (MSC), da folha
(MSF), total (MST) e razdo de massa caulinar (RMC) de plantas de B. pilosa.

Na Tabela 14, pode-se observar que houve redugdes em todas as varidveis

supracitadas quando a disponibilidade hidrica foi reduzida, ou seja, em condig¢do de
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déficit hidrico. Assim, houve redugao de aproximadamente 27% de MSR, 48% de MSC,
36% de MSF, 30% de MSS, 40% de MST e 16% de RMC de plantas de B. pilosa em

competicdo com milho em estresse.

Tabela 14 - Valores médios de matéria seca da raiz (MSR), matéria seca do caule
(MSC), matéria seca da folha (MSF), matéria seca total (MST) e razdo de
massa caulinar (RMC) de plantas de B. pilosa nas disponibilidades hidricas
avaliadas. Vigosa-MG, 2013

Disponibilidade MSR MSC MSF MSS MST RMC
Hidrica @ (2 (2 (2 ) (g
CE 30,28 b 49,64 b 31,90 b 11,24 b 123,08 b 0,392 b
SE 41,49 a 95,83 a 50,10 a 16,21 a 203,64 a 0,467 a

* Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas nio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. Disponibilidade hidrica: CE — déficit hidrico e SE — sem estresse.

Em trabalho com a finalidade de verificar a capacidade de sobrevivéncia ao
déficit hidrico, Procépio et al. (2004) constataram que a planta daninha B. pilosa é
muito eficiente na extracdo de dgua do solo, conseguindo retird-la sob tensdo trés vezes
maior do que plantas de soja e feijdo. No entanto, salienta-se que a efici€ncia na
utilizacdo desse recurso néo estd diretamente relacionada a capacidade de extrai-la do
solo (FERREIRA et al., 2011), e sim com a quantidade de agua transpirada por certa
quantidade de matéria seca produzida (SILVA et al., 2007).

Entretanto, em andlises nutricionais das plantas daninhas e do milho, Cury et al.
(2012) verificaram que a interferéncia dos hibridos de milho no desempenho das plantas
daninhas foi significativa para o teor relativo de nutrientes das espécies daninhas, o qual
foi severamente reduzido em fungdo da competi¢do. Segundo esses autores, o contetido
relativo de nutrientes nos componentes vegetativos de B. pilosa variou conforme a
competicio com diferentes cultivares de milho; assim, foi possivel inferir que o
potencial de absor¢do de nutrientes e dgua do milho reduziu a disponibilidade de
nutrientes essenciais as plantas daninhas.

De modo semelhante ao observado neste trabalho, com a deficiéncia nutricional
e a baixo acimulo de matéria seca apresentados pelas plantas daninhas, houve menor
tolerdncia a competicdo por recursos e baixa capacidade de sobrevivéncia ao déficit
hidrico (CURY et al., 2012), sendo associado as altas temperaturas, o que também foi
observado neste experimento, confirmadas durante o seu desenvolvimento (Figura 1).

Para estes autores, as varidveis avaliadas basicamente relacionadas a parte aérea ndo
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demonstram fidedignamente os efeitos da convivéncia entre as espécies vegetais, € a
competicdo em nivel radicular por recursos do solo pode ser mais importante do que o
suposto por outros autores (RONCHI et al., 2003).

Observa-se neste estudo, para as varidveis morfoldgicas avaliadas, que ndo
houve interferéncia diferencial do milho especificamente para a presenca ou auséncia do
gene Bt, ou mesmo a variabilidade genética entre os hibridos cultivados, os quais ndo
foram suficientes para alterar, frente & competicio, a resposta morfoldgica (matérias
secas de raiz, caule, folha e total; e razdes de massa foliar, caulinar e radicular) das
plantas de B. pilosa.

Diante dos resultados apresentados nesses experimentos, conclui-se que, entre os
hibridos avaliados, o 2B707 apresentou melhor desempenho agrondmico, porém com
maior instabilidade na presenca do gene Bf. Ocorreram modificacdes ndo esperadas
quanto ao desempenho morfoldgico das plantas de milho cultivadas em condicdes de
déficit hidrico, que resultaram no aumento do nimero de dias entre o florescimento
masculino e o feminino. Isso interferiu significativamente na matéria seca de espiga e
penddo. Os hibridos 2B707 e BG7049 mostraram melhor desempenho em competicio
com plantas de B. pilosa. Plantas com a inser¢do do gene Bt tiveram menor desempenho
morfoldgico em condicdo de competicio. Houve aumento do intervalo entre
florescimento masculino e feminino e redu¢do da matéria seca na parte reprodutiva do
milho. O comportamento morfolégico de plantas de B. pilosa ndo foi alterado por
cultivares isogénicas de milho em condicio de déficit hidrico. No entanto, os
componentes de producdo das plantas de B. pilosa em competicio com hibridos de

milho em condicdo de déficit hidrico foram afetados significativamente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ha diferencas entre os isogénicos de milho (Bt e ndo-Bt) quanto ao desempenho
morfoldgico e fotossintético quando cultivados sob condicdes de estresse. Entre os
estddios fenoldgicos avaliados, verificaram-se maiores diferengas fisioldgicas no estadio
V9, o que fez coincidir a época de avaliagdo com o déficit hidrico. Constatou-se que o
déficit hidrico e a competicdo com B. pilosa foram importantes ferramentas para obter
diferencas morfofisioldgicas entre as cultivares isogénicas Bt e ndo-Bt. Isso indica que a
transformacdo genética com a inser¢do do gene Br pode proporcionar alteragdes
morfofisiologicas importantes em hibridos de milho em condi¢des de estresses bidticos
e abidticos.

No estadio V9, cultivares de milho Bt apresentaram menor teor de clorofila em
condicdes de deficiéncia hidrica, indicando menor tolerincia ao estresse bidtico que as
cultivares convencionais. Estas cultivares, também, apresentaram maior sensibilidade ao
estresse bidtico, pois, em condi¢do de competicio com plantas de B. pilosa,
independentemente da condicdo hidrica, mostraram desempenho fotossintético inferior
ao das isogénicas (ndo-Bt). Houve reducdes nas varidveis taxa fotossintética liquida (A),
transpiracdo (E) e condutincia estomatica (gs), com aumento da razdo Ci/C,. Isso indica
que a presenca do gene Bt altera de forma indesejavel o desempenho fotossintético do
milho no estadio V9 nas condicdes avaliadas. Todavia, a ocorréncia do déficit hidrico
no estddio V6-V9 ndo alterou as trocas gasosas das plantas no estddio de florescimento
de milho, indicando recuperag@o da cultura apds reposi¢do da dgua. Entretanto, nessa

condicdo houve aumento em dias entre o florescimento masculino e o feminino do
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milho Bt em relacdo ao ndo-Bt, o que resultou em reducdo no acimulo de matéria seca
na espiga e no penddao. O mesmo comportamento foi observado quando se cultivou o
milho em competicdio com B. pilosa, independentemente da condi¢do hidrica. O
comportamento morfolégico de plantas de B. pilosa nao foi alterado por cultivares
isogénicas de milho em condicdo de déficit hidrico.

Em face dos resultados observados, tornam-se necessirios novos estudos em
condicdbes de campo para confirmar se o desempenho desses materiais, quando
submetidos a condi¢des de estresses bidticos e abidticos, ird afetar a produtividade da

cultura.
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Quadro 1A - Resumo da andlise de variancia de temperatura foliar (TLEAF), transpirag¢do (E), condutancia estomadtica (gs), eficiéncia no uso
da agua (EUA), taxa fotossintética (A), razdo carbono interno e carbono externo (Ci/Ca), carbono consumido (AC), teor de
clorofila (SPAD), producdo quéntica fotoquimica efetiva do FSII em estado adaptado a luz (Y), taxa de transporte de elétrons
(ETR), fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia mdxima adaptada ao escuro (Fm), fluorescéncia varidvel (Fv), eficiéncia
fotoquimica méxima do fotossistema II (PSII) (F\/F,,), producdo quantica basal dos processos ndo fotoquimicos no PSII (F,/F,,),
eficiéncia maxima do processo fotoquimico no FSII (F,/F,), quenching fotoquimico (¢P), rendimento quantico efetivo (Olle) e
quenching ndo fotoquimico (NPQ), obtidos no experimento 1 (estddio V9), em hibridos de milho transgénicos e convencionais
submetidos ao déficit hidrico. Vigosa-MG, 2013

Quadrados Médios

FV | GL | TLEAF E | gs | EUA | A |  CifCa | AC | SPAD | Y
BLOC 4 30,919 16,616 0,054 367,166 26,063 0,038 330,415 11,396 0,002
H 2 1,512 5,854 0,005 118,622 8,902 0,018™ 178,767 241,218%* 0,005™
G 1 0,178™ 0,086™ 0,00003™ 0,676™ 10,8278 0,031 137,765 36,1928 0,0003
AS 1 0,573 102,621%* 0,172 1969,821* 37,500 0,033 105,143 164,672 0,001™
H*G 2 0,196™ 2,347 0,0003N 21,7428 5,088 N 0,018™ 189,925 27,6408 0,003™
H*AS 2 1,682 1,054 0,0003N 3,476 5,780 0,011 48,101 4,630™ 0,002™
G*AS 1 0,112™ 4.941™ 0,005 137,518 38,08 N 0,005 113,682 100,880% 0,002™
H*G*AS 2 2,762 7,604 0,0007™ 25,2398 34,738 0,008™ 725,639 10,1528 0,002™
Residuo 44 1,008 4,673 0,007 107,126 110,04 0,022 563,796 18,621 0,007
CV (%) 2,61 54,056 71,279 65,871 29.96 40,377 29.96 10,609 13,609

Quadrados Médios

FV | GL | EIR Fo | Fm | Fv | F/Fm | FyFm | Fv/F, | qP | olle | NPQ
BLOC 4 7,185 5544.48 73985,39 53305,4 0,00032 0,00032 0,102 0,6421 0,0883 0,001
H 2 14,053 3091,42N  90612,19™ 473374 0,00022%  0,00022™8 0,052N8 0,0107™ 0,5755™ 0,257
G 1 0,900 2781,20™  683893,9%*  540977,6*  0,00074%  0,00074™° 0,334 2,0609™ 0,7414™ 0,003 N
AS 1 4902N  29282.50%* 2134763 126707, 0,00056**  0,00556%* 1,956%* 4,2135% 0,6222™N 0,005
H*G 2 7,628 NS 344,92 1494182™  191652,7%5  0,00215*% 0,00215%* 0,616 2,2944 NS 0,0202™ 0,139
H*AS 2 7,082N8 3764,82™  3256439N  288730,8*  0,00114™  0,00115™ 0,329 8,6136™S 0,6444 N8 0,070™
G*AS 1 5,430 3397,53%  27831,83™  21688,5™  0,00003™  0,00004™ 0,006™ 5,0784™ 0,0088 ™ 0,046~
H*G*AS 2 5,894 80,36 258803,6™  250535,7°  0,00120%  0,00119™ 0,453 3,3362™ 0,0135™ 0,301*
Residuo 44 17,998 4039,852 88133,48 75782,9 0,00065 0,00065 0,183 7,8390 0,5847 0,091
CV (%) 13,62 8,53 9,16 11,05 3.33 10,97 12,80 12,80 15,58 24,96

*significativo a5%,” significativo a 1% e NS ndo significativo pelo teste F.
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Quadro 2A - Resumo da andlise de variancia de temperatura foliar (TLEAF), transpirac¢do (E), condutancia estomadtica (gs), eficiéncia no uso
da 4gua (EUA), taxa fotossintética (A), razdo carbono interno e carbono externo (Ci/Ca), carbono consumido (AC), teor de
clorofila (SPAD), producdo quantica fotoquimica efetiva do FSII em estado adaptado a luz (Y), taxa de transporte de elétrons
(ETR), fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia mdxima adaptada ao escuro (Fm), fluorescéncia varidvel (Fv), eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema II (PSII) (F,/F,,) producdo quantica basal dos processos ndo fotoquimicos no PSII (F,/F,,),
eficiéncia maxima do processo fotoquimico no FSII (F,/F,), quenching fotoquimico (¢gP), rendimento quantico efetivo (Olle) e
quenching ndo fotoquimico (NPQ), obtidos no experimento 1 (estddio R1), em hibridos de milho transgénicos e convencionais
submetidas ao déficit hidrico. Vigosa-MG, 2013

Quadrados médios

FV | GL TLEAF E gs EUA | A |  Ci/Ca | AC | SPAD | Y
BLOC 4 59,655 6,795 0,03266 28,785 510,33 0,0441 16671,36 16,736 0,0089
H 2 0,613™ 2,548 NS 0,00522 ™ 53,535 5,69N 0,0002 N 78855,70 5 353,049+ 0,0040N8
G 1 1,462N 3,778 N8 0,00422 N 43,633 6,59 0,0013™ 175684,34 NS 0,104 N8 0,0069™°
AS 1 0,271 0,371 0,00004 ™ 16,356 1,60M 0,0002 N 33601,93 ™ 286,453 0,0021N8
H*G 2 0,520™ 1,687N8 0,00921 N 39,101 39,12N8 0,0003 ™ 13163,25™8 101,070%* 0,0045~8
H*AS 2 1,800™ 1,225N8 0,01692 N 19,893 N8 8,77 0,0043 NS 17650,88 NS 35,809 NS 0,0047~8
G*AS 1 3,067 2,077 0,07049 N 13,4748 14,11M 0,0215™ 40544,40N5 34,656 0,0006™°
H*G*AS 2 3,597 2,087 0,00592 N 20,525 31,328 0,0059 ™ 91471,72™8 51,504 0,0197%*
Residuo 44 2,682 1,162 0,01457 37,113 30,03 0,0092 185853,49 24,605 0,0031
CV (%) 4,52 16,31 32,97 18,52 10,84 23,02 17,56 10,82 8,88

Quadrados médios

FV | GL ETR Fo Fm Fv | F/Fm | FyFm | qP | Olle | NPQ
BLOC 4 22,623 8902,68 102516,10 79251,75 0,000495 0,000502 0,3155 0,24193 0,561
H 2 10,586™° 15786,47+*  556112,30*  386121,60**  0,000190™  0,000177™ 0,0045N 0,03065 ™ 0,073 N8
G 1 17,4965 10881,07* 65538,15™ 23010,42™  0,000190™  0,000198 NS 0,0193™ 0,08354 ™ 0,020
AS 1 5,642 9525,60%* 1000,41N 4352,01™ 0,000714* 0,000703* 0,0085™ 0,00355™ 0,129
H*G 2 11,229 800,465 20871,45™ 20139,82™ 0,000136™  0,000141™ 0,1179™ 0,12550™8 0,082
H*AS 2 11,860™ 3082,40N8 29922 32N 19292,92  0,000144™  0,000145™ 0,2768N 0,21994 ™ 0,047
G*AS 1 1,666™ 13440,07%* 31878,15™ 3920,41™ 0,000487™  0,000503 N8 0,0354™ 0,04200™ 0,182
H*G*AS 2 50,342 1706,67N8 48536,25™ 32082,92N8 0,000005™  0,000004 N 0,8203:% 0,75523%* 0,033
Residuo 44 8,028 1537,34 55658,12 45094,00 0,000139 0,000140 0,1007 0,07837 0,076
CV (%) 8.88 4,97 6,48 745 1,50 5,46 13.63 18,77 23,1

*significativo a5%,” significativo a 1% e NS ndo significativo pelo teste F.
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Quadro 3A - Resumo da andlise de variancia do intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF), didmetro do caule (DIAM), altura
de planta (ALT), altura da primeira espiga (ALTPE), nimero de folhas totais (NFT), numero de folhas secas (NFS), niimero de
folhas verdes (NFV), massa seca de raiz (MSR), massa seca de caule (MSC), massa seca de folha (MSF), massa seca de orgdos
reprodutivos (MSOR), area foliar especifica das folhas (AFE), drea foliar total (AFT), matéria seca total (MST), razdo de massa
foliar (RMF), razdo de massa caulinar (RMC), razdo de massa radicular (RMR), razdo de folhas verdes e senescentes (RFV),
razdo parte aérea/sistema radicular (PA/SR) e indice de colheita (IC), obtidos nas medi¢des morfoldgicas, em hibridos de milho
transgé€nicos e convencionais submetidos ao déficit hidrico. Vigosa-MG, 2013

Quadrados médios

FV | GL | IFMF | DIAM | ALT | ALTPE | NFT | NFS | NFV | MSR | MSC | MSF | MSOR
BLOC 4 873 10,337 0,049 0,029 2,667 1,650 2,941 5952,01 6358.,8 82,08 23,73
H 2 17,11* 67,346%*%  0,009™  0,062%  9,816*% 5,400% 14,616%* 3339,76™ 95781 2140,26%* 482931
G 1 9,60 0,4816™  1,209%x 0495+ 13508  5400™ 1,350N 154341 10678,4N 609,99 134,640
AS 1 26,66%*  93500%* 2,196%*  0,539%* 2816 = 0,267" 4.816™ 196748,8%* 46,7 8914,54**  51051,00%*
H*G 2 31,55%%  14,063™ 0,021 0,045  8,150% 0,600%  9,650%*  5846,124N  129185,0% 151,728 3771,33N8
H*AS 2 1381*  4578™  0,055™ 0,014 0816  7267* 7,616* 17277,16™  1177,9™ 238,25 9267,71N8
G*AS 1 17,06* 0,1041™ 0,199 0,131 0,167 0,067 0,150 616735  5303,8™ 154,85 22093,06*
H*G*AS 2 951 6,695 0,032 0,009 2817 0,867  0,650™  20490,72™  873,8N 386,03 4882,83N
Residuo 44 2,65 6,954 0,057 0,037 1,921 1,613 1,796 6866,82 3274,8 263,34 3203,83
CV (%) 51,96 16,82 10,09 17,81 8,11 45,36 9,38 50,41 32,6 20,34 34,03

Quadrados médios

FV [ GL | AFE | AFT MST | RMF | RMC RMR RFV. | PA/SR | IC
BLOC 4 100,53 4936027,7 9414,40 0,00072 0,0167 0,1424 0,00476 9,149 4,646
H 2 0,81 38617673,6%* 16195,04 0,8006™ 0,0069 N 0,09416™ 0,01862%* 4,747 26,136"
G 1 55,38™ 5426432,2N 24370,22N 0,9094 N 0,0098 N 0,00592™  0,01515™ 2,331 14,106
AS 1 890,39%* 229704840,0%* 1285275% 0,1105% 0,0035N 0,04563* 0,00110™ 2,105% 20,683 ™
H*G 2 35,89 6346124,8™ 19483,94™5 0,1025™ 0,0019™ 0,00025™  0,00336 7,652 0,766~
H*AS 2 65,98™ 1521164,0™ 53584,37 0,5619™ 0,0058 N5 0,01191™  0,02378%* 5,837 7,199
G*AS 1 153,24™8 5486745,6™ 97469,58* 0,4223N8 0,0028 N5 0,00009™  0,00019™ 1,728 ™8 14,7895
H*G*AS 2 155,87 1501264,9N 9414,40N 0,4591 N 0,0056 N 0,02002™  0,00141™ 3,696 1,428™
Residuo 44 134,70 6334830, 1 16195,04 0,1301 0,0033 0,00761 0,00459 2,961 6,468
CV (%) 19,53 20,37 25,23 25,29 19,77 33,69 8,09 50.79 28.40

*significativo a5%,” significativo a 1% e NS ndo significativo pelo teste F.
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Quadro 1B -

Resumo da andlise de variancia de temperatura foliar (TLEAF), transpiracdo (E), condutancia estomaética (gs), eficiéncia no uso

da 4gua (EUA), taxa fotossintética (A), razdo carbono interno e carbono externo (Ci/Ca), carbono consumido (AC), teor de

clorofila (SPAD), producdo quéntica fotoquimica efetiva do FSII em estado adaptado a luz (Y), taxa de transporte de elétrons
(ETR), fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia mdxima adaptada ao escuro (Fm), fluorescéncia varidvel (Fv), eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema II (PSII) (F,/F,), producdo quéntica basal dos processos ndo fotoquimicos no PSII (F,/F,,),

eficiéncia maxima do processo fotoquimico no FSII (F,/F,), quenching fotoquimico (¢gP), rendimento quantico efetivo (Olle) e

quenching ndo fotoquimico (NPQ), obtidos no experimento 2 (estddio V9), em hibridos de milho transgénicos e convencionais

em competicdo com Bidens pilosa submetidos ao déficit hidrico. Vicosa-MG, 2013

Quadrados médios

FV | GL | TLEAF E g A | EUA |  Ci/Ca ] AC | SPAD | Y
BLOC 4 26,211 3,475 0,0035 97,426 216,45 0,128 203713,46 68,666 0,0085
H 2 0,223 0,398 NS 0,0005™ 34,681 31,70 0,028 N8 485793,89N5 225,480 0,0135™
G 1 1,644 15,556 0,0146%* 391,443%x* 165,00 0,095% 4621,79™° 13,7288 0,0063~
AS 1 0,026™ 17,168% 0,0144% 357,932 306,90 0,016™ 6099,28N 15,7088 0,0017™
H*G 2 0,314N8 1,097 0,0011™ 29,578 NS 177,69 0,008™ 28130,85™ 47,4645 0,0021N8
H*AS 2 0,587 0,881 0,0005™ 1,185N8 294,97%* 0,037 94950,09 N8 6,500™ 0,0050N
G*AS 1 1,271 2,526 0,0037™ 49,9045 52,08 N 0,023 114983,79™ 14,7018 0,16433S
H*G*AS 2 2,191 1,456™ 0,0016™ 31,442 240,50 0,011 565156,45"° 4,598™ 0,0098N5
Residuo 44 0,751 2,961 0,0024 47,701 77,77 0,0148 474786,41 25,815 0,0089
CV (%) 2,24 58,91 69,00 65,45 25,61 32,01 24,99 13,75 15,53

Quadrados médios

FV | GL | ETR Fo Fm Fv | FW/Fm |  FolFm | gP | Olle | NPQ
BLOC 4 21,8458 3245,06 451291,2 4073943 0,007 0,10136 0,0274 0,4972 0,197
H 2 34,9431N 5358,15™ 396814,2%* 279890,2 0,014 0,04180™ 0,0051N 1,3346 N 0,351
G 1 16,5375~ 2196,15™ 18165,6™° 58094,82 0,002 0,00493 N 0,0084N5 0,5434 NS 0,113™
AS 1 43201 7866,15™° 693,6™ 2982,150™ 0,012 0,21584 ™ 0,0003N 0,1377™ 0,010™
H*G 2 5,5665™ 3867,65 698485 1202,717°% 0,008~ 0,07404 N8 0,0076™ 0,0938 ™ 0,116
H*AS 2 12,8601 2298,75™ 65488,2 80427,95™8 0,011™ 0,02637™ 0,01128 0,0409 ™ 0,267
G*AS 1 0,0002™ 770,41N 129177,6™ 104918,0™ 0,015™ 0,07661 ™ 0,0005™ 0,1826™ 0,026™
H*G*AS 2 24,8661 3007,51™ 149215,2N 1068227 0,015 0,00267 N8 0,0191™ 0,6806 ™ 0,205~
Residuo 44 22,7057 428290 122759,9 1147893 0,010 0,10011 0,0192 0,6379 0,149
CV (%) 15,56 8,43 10,79 13,74 13,92 12,14 17.81 16,02 30,78

*significativo a5%,” significativo a 1% e NS ndo significativo pelo teste F.
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Quadro 2B - Resumo da andlise de variancia de temperatura foliar (TLEAF), transpirac¢do (E), condutancia estomadtica (gs), eficiéncia no uso
da agua (EUA), taxa fotossintética (A), razdo carbono interno e carbono externo (Ci/Ca), carbono consumido (AC), teor de
clorofila (SPAD), producdo quéntica fotoquimica efetiva do FSII em estado adaptado a luz (Y), taxa de transporte de elétrons
(ETR), fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia mdxima adaptada ao escuro (Fm), fluorescéncia varidvel (Fv), eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema II (PSII) (F,/F,), producdo quéntica basal dos processos ndo fotoquimicos no PSII (F,/F,,),
eficiéncia maxima do processo fotoquimico no FSII (F,/F,), quenching fotoquimico (¢P), rendimento quantico efetivo (Olle) e
quenching nio fotoquimico (NPQ) obtidos no experimento 2 (estddio R1), em hibridos de milho transgénicos e convencionais em
competicao com Bidens pilosa submetidos ao déficit hidrico. Vicosa-MG, 2013

Quadrados médios

FV [ GL [ TLEAF E g | A | BUA | Ci/Ca AC SPAD Y
BLOC 4 57,464 9,212 0,0270 76,033 389,16 0,0483 19309,08 20,887 0,00794
H 2 5,844NS 0,269 0,0228~8 13,4478 49,35N8 0,0913N 43792,85™ 199,66 1%* 0,01282%
G 1 0,110™ 3,777 0,0119™ 42,2248 8,74 N8 0,0018~ 559,37 2,072 0,00442~
AS 1 4,032 0,572 0,0006™° 9,9172™ 1,50 0,0083N 127844,73 N8 53,676~ 0,0034N8
H*G 2 5,114™ 0,899 0,0114N8 42,628 9,05™ 0,0105™ 101154,19N8 24,061N 0,0051N8
H*AS 2 8,544N5 1,383 0,0118%8 22,396™ 31,76 0,0121N 10796,08 ™ 7,403 0,0023%8
G*AS 1 1,833N 0,135™ 0,0191™ 1,0001™ 0,7481 N 0,0066™ 12807,12™ 1,395™ 0,0092N8
H*G*AS 2 0,915N8 0,291 0,0112%8 33,061% 60,00 N 0,0022N 224606,19™ 55,2028 0,0048~5
Residuo 44 5,051 1,228 0,0136 35,652 51,63 0,0096 15084,60 20,193 0,003878
CV (%) 6,28 17,12 31,55 18,46 14,12 22,44 15,94 10,57 9,79

Quadrados médios

FV | GL | ETR Fo Fm | Fv | FWFm |  FolFm qP Olle NPQ
BLOC 4 19,974 4759,058 56392,7% 41825,78 0,00014 0,00014 0,6410 0,3468 0,292
H 2 32,398%* 3130,400™° 20717,5™ 10538,72N 0,00026~ 0,00026™ 0,0459 N 0,1869 N 0,024 N8
G 1 11,266 1826,017™ 38658,8N 16401,07™ 0,00003" 0,00003 ™ 0,2013 ™ 0,2250N 0,051
AS 1 8,6640N 28,01667™ 2394,0N 317,40N 0,00004~5 0,00003 ™ 0,0455N 0,0844 NS 0,050
H*G 2 13,0478 3421,267°8 20186,0™ 19627,52 0,00050™ 0,00049 N8 0,0110™ 0,0288™ 0,001™
H*AS 2 5,9495N8 2414,467 113303,5™ 72656,15™ 0,00004™5 0,00004 ™ 0,1633™ 0,1113™ 0,043
G*AS 1 23,3128 442 816" 25668,0N° 12848,07™ 0,00001" 0,00001 ™ 0,3024 ™ 0,2868 N 0,002
H*G*AS 2 12,2238 1300,867™ 345832 27358,82N8 0,00005™ 0,00005 N8 0,0826 ™ 0,0996 ™ 0,054
Residuo 44 9,8255 2923,104 543380 40934,38 0,00018 0,00018 0,1289 0,0955 0,129
CV (%) 9,79 6,67 6,34 7,07 1,75 6,10 29,63 19,50 28,35

*significativo a5%,” significativo a 1% e NS ndo significativo pelo teste F.
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Quadro 3B - Resumo da andlise de variancia do intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF), didmetro do caule (DIAM), altura
de planta (ALT), altura da primeira espiga (ALTPE), nimero de folhas totais (NFT), nimero de folhas secas (NFS), niimero de
folhas verdes (NFV), massa seca de raiz (MSR), massa seca de caule (MSC), massa seca de folha (MSF), massa seca de 6rgaos
reprodutivos (MSOR), area foliar especifica das folhas (AFE), drea foliar total (AFT), matéria seca total (MST), razdo de massa
foliar (RMF), razdo de massa caulinar (RMC), razdo de massa radicular (RMR), razao de folhas verdes e senescentes (RFV),
razdo parte aérea/sistema radicular (PA/SR) e indice de colheita (IC), obtidos nas medi¢des morfoldgicas, em hibridos de milho
transgé€nicos e convencionais submetidas ao déficit hidrico. Vigosa-MG, 2013

Quadrados médios

FV | GL | TFMF | DIAM | ALT | ALTPE | NFT | NFV | MSR | MSC | MSF | MSOR
BLOC 4 20,196 16,6205 0,1195 0,017581 0,833 0,94 3868.6 5959.23 173,1 3782,17
H 2 14,716 30,4686%* 0,2263% 0,132121%* 13,950%* 9,15%% 6702,1N 14103.05%* 1522 4% 8956,49%
G 1 58,017 8,8935™ 0,1075™ 0,036015™ 0,600 1,06™ 2468,3% 2269.35™ 114,9™ 60,88 N
AS 1 4816 27,3375% 0,3168™ 0,000002™ 1,666™ 0,001 485903 18762.01%* 5183,8%*%  41535,07%*
H*G 2 39,716 4,4180™ 0,0821N 0,008540™ 0,050 2,016 8904,2% 3153.65™ 140,0™ 1801,61%
H*AS 2 0,716 9,1140™ 0,0057™ 0,025286™ 2,816™ 9,05%* 1162,2™8 183.01N 18,4N 162,918
G*AS 1 22,816 0,0002™ 0,0317™ 0,009375™ 5,4000% 0,26™ 613,78 3153758 137,7™ 12483,11%*
H*G*AS 2 7,116~ 2,2886N 0,0124™ 0,005580™ 0,050 1,516™ 3003,8N 183.35N8 149,6™ 4763,96N
Residuo 44 8,346 5,7635 0,0861 0,014246 1,142 1,43 2686,68 1901.10 138,3 1632,025
CV (%) 54,68 17,20 15,24 12,47 6,47 8,42 45,87 35,16 19,26 38,43

Quadrados médios

FV | GL | AFE | AMF | AFT | MST | RMF | RMC | RMR [ RFV | PASSR | IC
BLOC 4 401,7 24384,93 8091028,7 15065,2 0,0055 0,0189 0,0287 0,0007 8,791 7,031
H 2 171,18 57948,34*  23720487,9*  104077,4**  0,0017" 0,0037%8 0,0014~8 0,0022N8 1,912 7,075™
G 1 293N 283,83 14415,0N 10093,3%8 0,0055™ 0,0010™ 0,0030™ 0,0004~8 5,060 6,848
AS 1 1120,0%* 274388, 4**  84187153,0%*  405874,1*%*  0,0045™ 0,0012%8 0,0127% 0,0045~8 1,288 N8 10,854~
H*G 2 440N 477438 N8 1015877,8%8 38154,1%* 0,0017™ 0,0004™ 0,0061™ 0,0082™ 3,268 2,176™
H*AS 2 90,18 1420471 4603076,6™° 1328,6™ 0,001288 0,0021™8 0,0019™8 0,0096* 1,722 0,151™
G*AS 1 708,3* 63034,21%  10895377,0™  41682,5* 0,0025™8 0,0003"8 0,0063%% 0,0073%8 4,816™ 15,392N8
H*G*AS 2 73,8N 9465,64™  2850012,0™  18501,0 0,0013N 0,0046™° 0,0009™8 0,0036™° 1,618N8 5,081 N8
Residuo 44 127,2 11474,91 3353602,7 10101,3 0,0009 0,0066 0,0078 0,0027 3,835 3,854
CV (%) 23,15 21,02 21,74 24,29 19,66 26,81 33,36 6,12 60.33 25.22

*significativo a5%,” significativo a 1% e NS ndo significativo pelo teste F.
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Quadro 4B -

Resumo da andlise de varidncia do intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF), didametro do caule (DIAM), altura
de planta (ALT), altura da primeira espiga (ALTPE), nimero de folhas totais (NFT), nimero de folhas secas (NFS), niimero de
folhas verdes (NFV), massa seca de raiz (MSR), massa seca de caule (MSC), massa seca de folha (MSF), massa seca de 6rgaos
reprodutivos (MSOR), 4rea foliar especifica das folhas (AFE), drea foliar total (AFT), matéria seca total (MST), razdo de massa
foliar (RMF), razao de massa caulinar (RMC), razdo de massa radicular (RMR), razdo de folhas verdes e senescentes (RFV) e
razdo parte aérea/sistema radicular (PA/SR), obtidos nas medicdes morfolégicas, em plantas daninhas de Bidens pilosa na
competicdo com hibridos de milho transgénicos e convencionais submetidos ao déficit hidrico. Vigosa-MG, 2013

Quadrados médios

FV [ GL| MSRPD | MSCPD | MSFPD |  MSSPD | MSTPD | RMFPD | RMCPD | RMRPD
BLOC 4 6022680,191 4341539,941 1047764,891 345110,141 11815042,516 1491,833 12198,558 18987,433
H 2 3931734,200%  4356018,816™°  3784839,800™ 90385,800™° 13244646,716™ 7303,400™ 1563,216™ 10933,316™
G 1 359445,600N 2774,400™ 270278,816~° 2856,600 1251370,416™ 1,350N 244,016N 1083,750™
AS 1 18851857,060*  319925805,066* 49673260,816%*  3706129,066%*  973527320,416%* 2815,350™ 84150,150™ 32806,816™°
H*G 2 4877232,200N  12452523,350  1499861,066™° 81205,400™ 43218259,016™ 978,200N 4039,816™ 409,850N
H*AS 2 9240067,266™  3231278,616™ 903450,466™° 28819,466 ™ 28402261,716™ 4205,000™ 1993,950™ 10962,116™
G*AS 1 6089083,2668  19971124,266™  3811752,150™ 601,666~ 78576792,816™° 252,150N 4083,750™ 54,150N
H*G*AS 2 794178,466° 79530,616™ 131948,600™ 81874,866™° 723017,016™ 426,600 551,150N 1143,0500™
Residuo 44 4015189,673 7306020,105 1850996,146 98432,396 22625127,780 2825,242 6342,285 11104,769
CV (%) 55,84 37,16 33,18 22,84 29,12 20,86 18,52 47,29

*significativo a5%,” significativo a 1% e NS ndo significativo pelo teste F.
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