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RESUMO GERAL

DAVIDE, Livia Maria Chamma. Controle genético de caracteres associados a
dureza dos graos e a degradabilidade ruminal de milhos tropicais. 2009.
88p. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.”

Os objetivos deste trabalho foram comparar a textura do endosperma das
variedades de milho Cunha e Cristal, verificar se ocorre diferenca entre elas na
porcentagem de vitreosidade dos graos em comparacao com hibridos comerciais
utilizados no Sul de Minas Gerais e obter informacdes a respeito do controle
genético de caracteres associados ao formato e dureza dos grios e a
degradabilidade ruminal. Graos da regido mediana de cinco espigas foram
utilizados para comparar a textura dos endospermas das duas variedades,
analisando-se o arranjamento e o formato dos granulos de amido com um
microscopio eletrdnico de varredura. A vitreosidade dos grios das variedades
Cristal e Cunha e de trés testemunhas (AG5011, XB8010 e P30F33), com
diferentes tipos de graos, foi obtida pelo método de dissecacdo manual. Para o
estudo do controle genético da dureza e da degradabilidade ruminal, além das
variedades Cristal e Cunha, foram também utilizadas as geragdes F, e F;, obtidas
a partir do cruzamento dessas variedades. Grdos da regido mediana das espigas
foram coletados para a avaliagdo dos seguintes caracteres: comprimento, largura,
espessura, massa seca, densidade, resisténcia a forca de compressao e
degradabilidade in situ da matéria seca (DISMS). Constatou-se que a textura do
endosperma das variedades tropicais Cristal e Cunha é distinta e que a
vitreosidade dos graos é uma boa alternativa para a confirmagao da classificagao
visual da dureza dos hibridos comerciais, realizada pelas empresas. No estudo
do controle genético dos caracteres associados a dureza e a degradabilidade
ruminal dos graos, pode-se verificar que apenas para a resisténcia a forca de
compressdo a interagdo alélica predominante foi aditiva e a herdabilidade alta,
condi¢do favordvel para a selecdo. Para os demais caracteres, com excecdo da
degradabilidade, houve predominio de interacdes alélicas de dominincia e de
baixa herdabilidade. Com relacdo a degradabilidade in sifu da matéria seca, foi
possivel constatar que hd variabilidade genética para esse cardter e que ndo hi
associacdo entre o escore de identacdo e a porcentagem de DISMS. Assim, a
avaliagdo visual nem sempre reflete a dureza per se dos graos, pois o que se vé é
o0 aspecto do pericarpo e ndo a constituicdo do endosperma.

* Comité de Orientagdo: Magno Antonio Patto Ramalho - UFLA (orientador), Jodo Candido de
Souza — UFLA (coorientador).



GENERAL ABSTRACT

DAVIDE, Livia Maria Chamma. Genetic control of characters associated
with the hardness and ruminal degradability of tropical maize grains. 2009.
88p. Thesis (Doctoral in Genetics and Plant Breeding) - Federal University of
Lavras, Lavras, MG.”

The aims of this work were to compare the endosperm texture in grains
of the maize varieties Cunha and Cristal, to verify whether there is difference
between them as to vitreosity percentage compared with hybrids, and to obtain
information on the genetic control of characters associated with grain format,
hardness and ruminal degradability. Grains at the medial region of five ears were
used to compare the endosperm texture of those two varieties by analyzing the
arrangement and format of starch granules through scanning -electron
microscopy. Grain vitreosity for the varieties Cristal and Cunha and for three
controls (AG5011, XB8010 and P30F33) presenting different grain types was
assessed through manual dissection. To study the genetic control of hardness
and ruminal degradability, besides the varieties Cristal and Cunha, F, and F;
generations obtained from the breeding between these varieties were also used.
Grains at the medial region of ears were collected to evaluate the following
characters: length, width, thickness, dry mass, density, resistance to compression
force, and in situ dry matter degradability (DISMS). The varieties Cristal and
Cunha had different endosperm texture and grain vitreosity. Cristal variety has
endosperm mainly formed of polygonal starch granules, compacted and covered
with a continuous protein matrix. In addition, similarly to the hybrids XB8010
and P30F33, it presents high vitreosity. Cunha variety had the lowest vitreosity
assessment and endosperm mainly containing spaced round starch granules. In
the study of genetic control of characters associated with grain hardness and
ruminal degradability, only for resistance to compression force, the predominant
allelic interaction was additive and the heritability high, a favorable condition to
selection. For the remaining characters, except degradability, allelic interactions
of dominance and high heritability prevailed. As regards in sifu dry matter
degradability, there is genetic variability for this character and no association
between indentation score and DISMS percentage. Thus, visual evaluation not
always reflects grain hardness per se, since it indicates the pericarp aspect but
not the endosperm constitution.

* Guidance Committee: Magno Antonio Patto Ramalho - UFLA (Major Professor), Jodo Candido
de Souza - UFLA (Co-Adviser).
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

No Sul de Minas Gerais situa-se uma importante bacia leiteira do pafs.
Nessa regiao, o milho é um dos principais alimentos, seja na forma de grdos ou
de silagem. Na produgdo dessa graminea ocorre enorme diversidade no sistema
de manejo. Alguns agricultores utilizam todas as tecnologias disponiveis.
Contudo, no outro extremo, hd aqueles em que o manejo da cultura é muito
precério e, inclusive, ainda utilizam variedades de polinizag¢do livre. Algumas
dessas variedades foram passadas de pais para filhos e permanecem em cultivo
por dezenas de anos. Pelo menos duas delas se destacam. Uma delas € a Cristal,
também denominada de Milho-ferro e a Cunha. As plantas dessas variedades sao
caracteristicas de milhos tropicais, sendo excessivamente altas, com inser¢do de
espigas elevada e tardias. Diferem também com relacdo ao tipo de grdaos. A
variedade Cristal possui grdos do tipo duro, enquanto a Cunha possui graos
dentados.

A dureza de um griao de milho tem importancia agrondmica, econdmica
e pode influenciar a forma como uma cultivar serd utilizada. Nos dltimos anos,
tém se incrementado as pesquisas visando ao entendimento da relacdo entre a
dureza dos graos e a digestibilidade desse alimento no rimen do animal. Tem
sido aventado que cultivares com grdos do tipo dentado possuem maior
degradabilidade que as de graos do tipo duro (Cantarelli et al., 2007; Ngonyamo-
Majee et al., 2008). Considerando que, no caso das duas variedades
mencionadas anteriormente, o aspecto dos grdos indica grande variagdo na
dureza, € provavel que elas difiram na digestibilidade.

Para responder a essas e a outras indagacdes buscou-se, com a realizacio
deste trabalho: comparar a textura do endosperma das variedades Cunha e
Cristal; verificar se ocorre diferenca entre elas na porcentagem de vitreosidade

dos graos em comparacgio com hibridos comerciais utilizados no Sul de Minas



Gerais e obter informagdes a respeito do controle genético de caracteres

associados a dureza dos grios e a degradabilidade ruminal.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biologia reprodutiva do milho

O milho (Zea mays L. spp mays) é uma planta monoica, que apresenta
pendao, ou inflorescéncia masculina, localizado na parte terminal do colmo. Este
penddo consiste de uma panicula, composta por um eixo central, denominado
rdquis, com vdrias ramificacdes laterais. Ao longo dessas ramificacdes estdo
presentes pares de espiguetas arranjadas de forma alternada, sendo uma séssil e
outra pedicelada. As espiguetas possuem um par de bricteas protetoras, as
glumas, em forma de bainha, envolvendo duas pequenas flores. Cada flor é
composta de lema e pdlea, as quais envolvem trés estames, duas lodiculas e um
pistilo abortado (Viana et al., 1999; McSteen et al., 2000).

O estame diferencia-se a partir de um l6bulo no ponto de crescimento
central da flor e sua extremidade superior d4 origem a antera. Nas anteras estdo
presentes células especializadas, conhecidas como microspordcitos. Cada
microspordcito sofre duas divisdes celulares meidticas e, apds a segunda divisao,
origina quatro micrésporos que, por diferenciacdo, irdo produzir os grdos de
polen. Esses, apds suas divisdes mitdticas, constituem uma estrutura
especializada com trés células, sendo uma vegetativa e duas reprodutivas (Viana
et al., 1999; Ramalho et al., 2008).

Os graos de pdlen sdo armazenados no interior da antera, mais
precisamente nos sacos polinicos. Estima-se que, em cada uma dessas estruturas,
sejam encontrados, aproximadamente, 2.500 graos de pdlen (Bignotto, 2002).
Os graos de pdlen possuem formato esférico, didmetro entre 73,4 a 92,6 um e
parede espessa, exceto na regido do poro germinativo, local onde o tubo polinico
emergira (Styles & Singla, 1987).

O ndmero de graos de pdlen produzidos por planta é bem superior as

suas necessidades de polinizagdo. Segundo Kiesselbach (1980), na cultivar
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Nebraska White Prize, sdo produzidos 25 milhdes de graos de pélen por pendao.
Considerando que uma planta produza 1.000 sementes, t€ém-se 25.000 graos de
pélen para cada semente produzida. O mesmo autor estima que, para cada
inflorescéncia feminina, sejam depositados, aproximadamente, 322.500 graos de
polen e, em cada estilo-estigma, 323. Considerando que milhos tropicais
possuem penddes maiores que milhos temperados, o nimero de graos de pélen
produzidos por graos fertilizados deve ser ainda maior nas cultivares brasileiras
(Bignotto, 2002).

A liberagdo desses graos de pélen inicia-se no eixo principal do pendao,
de cima para baixo e, em seguida, nas ramifica¢des laterais. Esse processo pode
durar mais de uma semana. A duragao total da floragao de uma panicula varia de
3 a 12 dias e a de um campo de milho pode variar de 10 a 20 dias. Temperaturas
elevadas encurtam esses periodos, enquanto temperaturas mais amenas podem
prolongd-los (Goodman & Smith, 1987; Magalhdes & Durées, 2006).

Com relagdo a duragdo da viabilidade do pdlen, essa é muito
influenciada pelas condi¢des externas, sendo bastante reduzida em condi¢des de
baixa umidade do ar e altas temperturas. Villax & Nunes (1953) observou que,
no campo, a sombra (temperatura 25°-35°C, umidade relativa de 30%-70%), o
polen pode manter-se vidvel durante 3 horas. O pdlen praticamente perde a
viabilidade 6 horas apds a antese, podendo ainda germinar 1 a 3 dias depois,
pérem, em porcentagem muito reduzida. Resultado semelhante ao citado
anteriormente foi observado por Luna et al. (2001), os quais verificaram que o
pdlen se mantém vidvel entre uma a duas horas apds a antese.

A inflorescéncia feminina, ou espiga, desenvolve-se por diferenciacdo
das gemas existentes nas axilas foliares do colmo. Inicialmente, as
inflorescéncias localizadas nas insercdes mais baixas do colmo se desenvolverao
mais rapido que aquelas que estiverem em posi¢do superior a estas. Entretanto, o

crescimento das espigas da regido basal da planta torna-se lento e somente uma



ou duas espigas em posi¢do superior na planta se desenvolverdo em espigas
produtivas (Ritchie et al., 2003).

Cada espiga é composta por palha, sabugo e espiguetas (flores
femininas). As palhas sdo bainhas foliares originadas a partir de um tinico n6,
fortemente sobrepostas uma sobre as outras e envolvem a espiga. O sabugo é um
eixo ao longo do qual se encontram reentrancias ou alvéolos. Nesses alvéolos,
desenvolvem-se as espiguetas, que estdo dispostas aos pares, formando um
espiral em torno do sabugo. Cada espigueta possui duas flores, uma séssil e
outra pedicelada, mas apenas a flor superior de cada espigueta € funcional. As
espiguetas sdo parcialmente envolvidas pelas glumas e apresentam,
internamente, uma flor parcialmente envolvida por lema e pélea, além de um
pistilo funcional, com ovdrio basal dnico e estilo longo (Viana et al., 1999;
Lima, 2006).

O estilete € um filamento de conexdo entre o estigma e o ovdrio. O
ovério situa-se na parte basal da flor, onde estd aderido ao sabugo. Ele ¢
constituido por parede e O6vulo que, por sua vez, apresenta funiculo,
integumentos, micrépila, nucela e saco embriondrio (Viana et al., 1999).

O conjunto formado pelos estilos e estigmas € denominado de cabelo ou
barba da espiga. Esses fornecem umidade aos grdos de pdlen capturados, os
quais germinam e emitem o tubo polinico por meio de um poro germinativo.
Considerando que a espiga seja dividida longitudinalmente em quatro partes, os
estilos-estigma que aparecem primeiro sdo aqueles desenvolvidos no segundo
quarto da espiga a partir da base da mesma. Posteriormente, aparecem aqueles
do terceiro quarto e, simultameamente, do quarto basal e do 4pice da espiga.
Dessa forma, os estilos-estigmas provenientes dos 6vulos da base da espiga

possuem maior comprimento que aqueles oriundos da regido apical (Carcova et

al., 2003; Carcova & Otegui, 2007).



O estilo-estigma pode atingir até 45 cm de comprimento e cada
um deles € responsdvel pela fertilizacdo de um grao na espiga (Mercer,
2001). O crescimento dessa estrurtura € verificado por cerca de 3 a 8 dias,
sendo mais intenso durante os trés primeiros dias e, em seguida,
diminuindo gradualmente o valor do alongamento didrio (Fancelli &
Dourado-Neto, 2000). O desenvolvimento dos estilos-estigmas é maior de
manha e, em especial, a tarde entre 17-19 horas, sendo muito pequeno no
meio do dia e durante a noite (Villax, 1953; Carcova et al., 2003).

Os estilos-estigma tornam-se receptivos imediamente apds a
emergéncia, permanecendo assim por até 14 dias, em condig¢des
favoraveis (Goodman & Smith, 1987; Magalhdes & Paiva, 1993). Caso a
polinizacdo ocorra um a trés dias apds a sua emergeéncia, apenas as flores
da metade da espiga serdo fecundadas. A fecundagdo de todas as flores da
espiga sé serd verificada se a polinizacdo for efetuada entre o sétimo e
nono dia, aproximadamente (Carcova et al., 2003). Quando ndo
fecundados, os estilos-estigma comecam a secar a partir da extremidade

apos o periodo de alongamento.

2.2 O grao de milho
2.2.1 Processo de formacao

O grao de milho é um fruto tipo cariopse que apresenta como
caracteristica a presen¢a de uma Unica semente presa ao pericarpo em toda a sua
extensdo (Smith et al., 2004). O processo de formagdo desses graos ocorre a
partir da antese, quando os graos de pdlen sdo liberados pelo pendao, recaindo
sobre estilos e estigmas receptivos.

Os graos de pdlen germinam logo apds o contato com os pelos viscosos

do estilo-estigma. Villax (1953) comenta que a germinagdo pode ser verificada,
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em pequena escala, 3 horas depois da polinizacdo. O mesmo autor observa,
ainda, que, para obter elevada porcentagem de germinacdo, é necessdrio que
tenham decorrido mais de 8 horas apés o momento em que os graos de pélen
cafram sobre os estigmas. Chang & Neuffer (1992) estimam que os graos de
pdlen possam germinar 5 minutos apds o contato com o estilo-estigma e que a
fertilizacdo ocorra entre 12 e 36 horas apds a polinizagao.

A germinacgdo do grdo de pdlen consiste na emissdao do tubo polinico. O
estabelecimento do contato direto entre o grdo de pélen e os pelos viscosos do
estigma estimula a germinacao do primeiro, dando origem ao tubo polinico, que
€ responsavel pela fecundacdo do dvulo inserido na espiga (Swanson et al.,
2004).

Os tubos polinicos germinam e crescem, inicialmente, com base nas
substincias de reserva contidas no proprio grdo de pdlen. Posteriormente, esses
dependem do tecido do estilo-estigma, no qual eles se desenvolvem. A dire¢do
do seu crescimento é orientada por mecanismos quimiotropicos. Substancias
produzidas pelas células de cada ovério s@o responsdveis por atrair o tubo
polinico para o 6vulo, quando esse passa do estilo-estigma para a cavidade do
ovario (Swanson et al., 2004).

Diferencas nas taxas de crescimento dos tubos polinicos ao longo de
todo o seu percurso t€m sido observadas e estas s@o controladas por genes
gametofiticos (Brieger & Blumenschein, 1966).

O tubo polinico pode seguir por uma determinada distincia na superficie
do estilo-estigma e, em pouco tempo, este se insere entre as células dos pélos do
estigma (Figura 1) e estende-se até que sua ponta atinja a micrdpila. Apds atingir
a micrépila, o tubo polinico continua se desenvolvendo entre as células do tecido
nucelar, até atingir o saco embriondrio, onde ocorrem o rompimento de sua

extremidade e a liberacdo de dois nicleos reprodutivos (Kiesselbach, 1980).



FIGURA 1A Esquema do tubo polinico penetrando e em desenvolvimento entre
as células do estilo-estigma (270X). B - Corte longitudinal
mostrando a presenca de pelos ao longo do estilo-estigma e graos
de pdlen germinando (45X). C - Esquema do pistilo indicando o
caminho do tubo polinico até o saco embriondrio (40X). Fonte:
Kisselbach (1980).

Neste instante, ocorre a dupla fertilizacdo. Um dos nicleos reprodutivos
se funde com a oosfera, gerando a célula ovo ou zigoto que, por meio de mitoses
sucessivas, dard origem ao embrido da semente. O outro nicleo reprodutivo se
funde com dois nicleos polares, formando uma célula triploide (2n = 3x) que se
divide mitoticamente para originar o endosperma (Ramalho et al., 2008).

Vérios graos de pdlen podem germinar em um mesmo estilo-estigma,
porém, normalmente, apenas um Ovulo serd fertilizado. Os &vulos ndo
fertilizados eventualmente degenerardo, nao produzindo graos de milho.

Ap6s a fertilizacdo, inicia-se a fase de desenvolvimento dos
componentes dos graos, como pericarpo, embrido e endosperma.

O pericarpo corresponde as camadas que envolvem o endosperma e o

embrido. Essa estrutura se origina a partir do crescimento das paredes do ovério



que revestirdo a semente. O pericarpo €, portanto, um tecido materno
independente da fertilizacdo (Kisselbach, 1980; José et al., 2005).

No processo de desenvolvimento do embrido, o zigoto sofre vdrios
ciclos de divisdo celular, seguido por diferenciacdo, a fim de formar um pré-
embrido, com forma e caracteristicas préprias da espécie (Kisselbach, 1980). Em
seguida, esse continua seu crescimento até a matura¢do completa da semente. O
embrido, entdo, € oriundo do crescimento e da diferenciacdo do zigoto e nele se
encontram as estruturas que originardo uma nova planta, a partir do momento
em que a semente for exposta a condigdes favordveis a sua germinagdo (Mercer,
2001).

Sdo conhecidos, na literatura, trés modelos principais de formacido do
endosperma: nucelar, celular e helobial (Lopes & Larkins, 1993). No milho,
assim como em arroz e em cevada, ocorre o0 modelo nucelar. Nesse modelo, trés
a cinco horas apéds a fertilizacdo, a estrutura celular formada na fusio dos trés
nicleos primdrios do endosperma passa por vdrias divisdes, sem citocinese,
resultando em uma célula multinucleada contendo 128 a 250 nicleos (Olsen et
al., 1992; Becraft & Asuncion-Crabb, 2000). Em uma fase mais adiantada,
iniciam-se as citocineses na regido periférica em dire¢do ao centro da célula
multinucleada (Lopes & Larkins, 1993; Becraft & Asuncion-Crabb, 2000;
Becraft, 2001).

As células centrais aumentam rapidamente de tamanho. Normalmente,
12 dias ap6s a polinizacdo, o endosperma ocupa o espago destinado a ele no grao
maduro e as células da camada mais externa diferenciam-se em aleurona (Figura
2). Em seguida, é verificado o aumento do peso seco, do contetido de proteinas

totais, de corpos proteicos e de zefnas (Becraft & Asuncion-Crabb, 2000).
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FIGURA 2A Semente com cerca de 10 dias apds a polinizagao (DAP), (10X). B
- Semente com cerca de 20 DAP (10X): (a) cicatriz da espiga, (b)
pericarpo, (c) parte interna do carpelo, (d) endosperma, (e) regido
de mitose no endosperma (f) aleurona, (g) embrido, (h) regido do
hilo, (i) pedicelo. C - Secdo através do endosperma e pericarpo da
figura B, mostrando detalhes do (a) pericarpo (b) parte interna do
carpelo, (c) membrana nucelar, (d) aleurona e (e) endosperma
mostrando mitoses (30X). Fonte: Kisselbach (1980).

De acordo com Olsen (2001) e Becraft (2001), ao final do processo de
formagdo do endosperma esse € constituido por trés grandes tipos de células:
células do endosperma amildceo, da camada de aleurona e de transferéncia
(Figura 3).

As células do endosperma amildceo ocupam a regido central e
constituem a maior parte do tecido do endosperma. Duas regides especializadas
sdo visiveis dentro do endosperma amildceo: a subaleurona, que é uma regido de
proliferacdo celular durante as fases mais avangadas de desenvolvimento do
endosperma e uma segunda regido, denominada de regido em torno do embrido
(ESR), que consiste de pequenas células, com citoplasma mais denso que em

outras células do endosperma amilaceo.
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FIGURA 3A Corte longitudinal de um grdo de milho, aos 15 dias apds a
polinizacdo, mostrando os diferentes tipos de células do
endosperma. Fonte: Olsen (2001). B - Representagdo
diagramdtica em uma secdo logitudinal dos tipos de células do
endoperma de uma semente de milho, sendo: (a) embrido, (b)
pericarpo, (c) regido transcricdo do gene BETL, (d) regido que
envolve o embrido, (e) endosperma amildceo, (f) tecidos de
conducdo, (g) aleurona e (h) subaleurona. Fonte: Becraft (2001).

As células de transferéncia da regido basal do endosperma residem
acima do pedicelo e transferem nutriente dos tecidos maternos para o
endosperma em desenvolvimento.

A aleurona é uma camada densa de células que cobre a superficie do
endosperma. Apds a germinagdo da semente de milho, as células da aleurona sao
estimuladas, por dcido giberélico, a secretar enzimas hidroliticas que quebram os
compostos armazenados no endosperma amildceo, tornando aminoécidos livres
e acucares simples disponiveis para absor¢do pelas sementes em
desenvolvimento.

O conhecimento dos tipos de células do endosperma e das suas funcdes

tem grande importancia quando se consideram suas possibilidades de aplicagdes
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praticas. Por exemplo, a manipulagdo das células de transferéncia pode aumentar
a eficiéncia na captagdo de solutos, levando ao aumento de produtividade dos
graos (Becraft, 2001). Outra alteracdo que traria grandes vantagens seria na
composi¢do da camada de aleurona, ji que esta é rica em substincias de
importincia econdmica, como o dcido fitico, que € prejudicial em produtos de
milho ndo cozidos. Essas células também sdo importante fonte de amilase no
processo de maltacdo, sendo de grande interesse para as indudstrias que utilizam

o malte nas suas bebidas (Becraft, 2001).

2.2.2 Estrutura e composicio quimica

Os graos de milho sdo formados, basicamente, por quatro estruturas
fisicas principais: pedicelo, pericarpo, embrido e endosperma, que correspondem
a, aproximadamente, 1%, 5%, 12% e 82% do peso seco do grao (Carvalho &
Nakagawa, 2000). Essas estruturas apresentam, como principais componentes,
amido, proteinas e 6leos (Tabela 1).

O pedicelo € a menor estrutura do grdo e a unica ndo coberta pelo
pericarpo, sendo responsdvel pela conexdo do grao ao sabugo. Sua composi¢ao
¢, essencialmente, de material proteico.

O pericarpo é um tecido diploide, de origem materna, com 20
cromossomos e responsavel pela prote¢do das outras estruturas do grao a fatores
como alta umidade, insetos e microrganismos. E composto por uma camada de
material fibroso, constituido, principalmente, de polissacarideos do tipo
hemicelulose e celulose, localizado em toda a superficie externa da semente

(Paes, 2006).
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TABELA 1 Porcentagem dos constituintes totais, mensurada na base seca das
estruturas fisicas do grao de milho.
Componentes Endosperma Embridao  Pericarpo Pedicelo  Grio inteiro

do Grao
Amido 86,4 8,2 7.3 5,3 71,5
Protefna’ 9.4 18,8 3,7 9,3 10,3
Oleo 0,8 34,5 1,0 3,8 4,8
Acticar 0,64 10,80 0,34 1,54 1,97
Cinza 0,31 10,10 0,84 1,56 1,44
Inteiro 81,9 11,9 5,3 0,8 99,9
" (P=Nx 6,25).

Fonte: Carvalho & Nakagawa (2000).

O embrido, assim como o pericarpo, possui 2n = 2x = 20 cromossomos.
Essa estrutura apresenta niveis elevados de lipideos e proteinas e baixa
porcentagem de amido.

O endosperma é um tecido triploide, composto, basicamente, por
proteinas e amido, os quais representam, respectivamente, 9,4% e 86,4% do grao
seco. O amido encontrado no endosperma € sintetizado a partir da sacarose, que
¢ translocada para o endosperma em desenvolvimento e convertida em glicose-
1-fosfato. Essa € incorporada em ADP-glicose e polimerizada em amilose (20-
30%) e amilopectina (70-80%), que sao empacotadas como granulos cristalinos
nos amiloplastos e envolvidas por uma matriz proteica, o estroma (Soave &
Salamini, 1984; Lopes & Larkins, 1993). A amilose € uma molécula
essencialmente linear, formada por unidades de D-glicose ligadas em a-1,4 com
um pequeno numero de ramificagdes. J4 a amilopectina é uma molécula
altamente ramificada, formada por unidades de D-glicose ligadas em o-1,4 e
com 5% a 6% de ligacGes a-1,6 nos pontos de ramificacdo (James et al., 2003).
O arranjamento da amilose e da amilopectina nos granulos leva a formagao de
zonas de deposicdo mais ou menos densas, sendo as regides onde se concentra a
amilopectina mais densas que as demais.

No milho, os granulos de amido variam de 12 a 25um de didmetro

(Cereda, 2002). O formato e o tamanho desses granulos dependem do local onde
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sdo armazenados no endosperma. Nos graos maduros, granulos com superficie
lisa e formato esférico localizam-se no endosperma fariniceo, enquanto que
superficies irregulares e formatos mais angulares podem ser encontrados em
endosperma vitreo. Quanto ao tamanho, os granulos menores podem ser
observados no endosperma vitreo e os maiores no endosperma farindceo (Smith
et al., 2004).

No endosperma, as proteinas sao classificadas em zeinas (proteinas de
reserva ou prolaminas) ou nao-zeinas (albumina, globulina e glutelinas) (Gibbon
& Larkins, 2005).

No milho, as zeinas sdo as proteinas mais abundantes, representando de
50% a 60% da proteina total do endosperma. As zeinas estdo localizadas no
endosperma do grdo, na forma de corpos proteicos. Essas proteinas sdao
sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso. O inicio da sintese das zeinas
ocorre entre 8 a 12 dias apds a polinizacdo (DAP), sendo méxima entre 16 e 35
DAP e continua até 40 a 45 DAP (Gibbon & Larkins, 2005; Pereira, 2006).
Essas proteinas ndo possuem atividade enzimitica e sdo fontes de aminodcidos e
energia para o embrido e as plantulas em desenvolvimento (Habben et al., 1993).

As zeinas compreendem quatro grupos estruturalmente distintos o, B, ye
d, que podem ser separados com base na estrutura primdria e na solubilidade em
solugdes aquosas de alcool. As a-zeinas sdo as protefnas mais abundantes,
perfazendo, aproximadamente, 60% das proteinas de reserva, seguidas pelas -
zeinas (25%), B-zeinas (5-10%) e d-zeinas (5%). Existe diferen¢a na composicdo
proteica em regides do grao, variando em textura do endosperma. A o-zeina
ocorre mais em endosperma duro que em endosperma farinidceo. Regides de
endosperma macio contém maior porcentagem de Y-zeina que regides de
endosperma duro (Dombrink-Kurtzman & Bietz, 1993).

Os polipeptideos das diferentes classes de zeinas variam, em tamanho,

de 10 kDa a 27 kDa. As a-zeinas possuem pesos moleculares entre 19 e 22 kDa,
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as y-zeinas de 16 e 27 kDa, as P-zeinas de 14 kDa e as d-zeinas sdo proteinas
pequenas, de 10 kDa (Ortega & Bates, 1983).

As ndo-zeinas sdo proteinas encontradas em vdérios tecidos do grido e
estdo envolvidas em fungbes primdrias especificas necessdrias para o
desenvolvimento do endosperma (Habben et al., 1993). Dentre as ndo-zeinas
estdo as proteinas estruturais, inibidoras de proteases, inibidoras de o-amilase,
lecitinas, tioninas, inativadoras de ribossomas e algumas enzimas, como a

sintetase de sacarose e a urease.

2.2.3 Propriedades fisicas

Embora pouco se conheca sobre os fatores bioquimicos, genéticos e
estruturais que afetam as propriedades fisicas do grdo, é sabido que esta é de
grande importancia no processamento e conservacdo do milho. Para melhor
entender essas propriedades e suas implicacdes na estrutura dos grdos desse
cereal, € necessario, inicialmente, defini-las.

A textura do grdo refere-se a propor¢do de endospermas vitreo e
farindceo presentes no mesmo e estd relacionada com a continuidade da matriz
proteica, como também com a quantidade e o tamanho dos corpos proteicos e
dos grianulos de amido (Shull et al., 1990; Smith et al., 2004). A textura tem sido
discutida como uma caracteristica de graos maduros. Entretanto, alguns autores
observaram que a textura poderia ser distinguida em graos imaturos, desde que
esses fossem secos ao ar. Isso demonstra que fatores responsdveis por causar
diferencas na textura de graos maduros ja estdo presentes em graos imaturos
(Turnbull & Rahman, 2002).

Os grdos de milho sdo classificados, quanto ao tipo de grdos, em
dentados, semidentados, semiduros e duros. Grios do tipo dentado apresentam
matriz proteica descontinua, com poucos corpos proteicos, granulos de amido

maiores e menos agregados (Tabela 2). Graos do tipo duro possuem matriz
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proteica continua, com granulos de amido menores e mais agregados. Nesses
grdos, o endosperma vitreo pode ser encontrado nas laterais e ocupa quase todo
o volume do mesmo, enquanto a propor¢do farinicea é muito reduzida e
localiza-se no centro dos graos (Fornasieri Filho, 1992; Smith et al., 2004).

Além dos grdos com endosperma duro e mole, ainda podem ser
encontrados alguns mutantes com diferentes texturas, devido a alteracdes na
qualidade da proteina do endosperma, no teor de amido, nas propriedades fisico-
quimicas do amido e no teor de polissacarideos soliveis em agua (Motto et al.,
1989; Lopes, 1993).

Virios desses mutantes sao descritos, por Neuffer et al. (1997), como,
por exemplo: ae; (amylose extender), aumenta o teor de amilose do endosperma
de 25% para cerca de 70%; amy; e amy, (amylase), codificam alfa e beta
amilose; bt; e bt, (brittle endosperm), aumentam o teor de aguicar e reduzem o
teor de amido; dul (dull endosperm), afeta a sintese do amido soldvel; fl;, fl,, e
fls (floury); h; (soft starch); ref; (reduced floury endosperm); o; a 0,4 (opaque
endosperm); se; a seng (soft endosperm); sh; e sh, (shrunken) e su; e su, (sugary)
e wx; (waxy), aumentam o teor de agucar e de polissacarideos soliveis em dgua.
Segundo Greech (1965), os mutantes ae, du, su, e wx sdo interessantes para os
geneticistas de milho, devido aos seus efeitos na proporcdo de amilose e de
amilopectina do grio.

Muitos desses mutantes ndo apresentam valor comercial. Entretanto, de
acordo com Smith et al. (2004), existem mutantes amplamente utilizados, como
os milhos do tipo doce, com alta amilose, QPM, ceroso e Cuzco.

A vitreosidade e a dureza, embora ndo designem a mesma propriedade,
sdo comumente empregadas para se referir a textura do grdo de milho. A
vitreosidade estd mais relacionada com a aparéncia do endosperma, enquanto a

dureza se refere nitidamente a uma propriedade fisica (Shull, 1988).
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Semelhante ao que ocorre em outros tipos de graos, a dureza da semente
de milho € determinada, principalmente, por fatores genéticos. Fatores
ambientais, como a aplicacdo de altas dosagens de nitrogé€nio € o manejo pds-
colheita (transporte, secagem e armazenamento), podem influenciar essa
propriedade (Watson, 1987; Li et al., 1996). Entretanto, Turnbull & Rahman
(2002) argumentam que, apesar da importancia dos efeitos ambientais, esses,
raramente, sdo suficientes para que ocorra uma reclassificagdo nesta
propriedade.

Com relagdo a base quimica da dureza, sabe-se que ela pode ser
determinada por variagdes na composi¢do quimica, na organizagdo estrutural dos
componentes dos granulos de amido, na espessura da parede celular, na camada
de proteinas entre os granulos, na presenca de espacos intercelulares e no grau
de compactagdo desses componentes (Dombrink-Kurtzman & Bietz, 1993; Lee

et al., 2005).

TABELA 2 Caracteristicas gerais de graos de milho dentados e duros.

Componentes do grdo Grdo dentado Grio duro
Aspecto grio Opaco brilhante
Granulos de amido Arredondados poligonais
Corpos protéicos poucos € menores maiores
Densidade Baixa alta
Matriz protéica Descontinua continua

A quantidade e o tipo de zefna sdo também conhecidos por afetar a
dureza do grao. Wallace et al. (1990) verificaram que a y-zeina de 27 kDa tem
grande participacdo na formac¢do do endosperma vitreo, uma vez que se observa
o aumento dessa nos gendtipos QPM (vitreos), comparados aos farindceos
Opaco-2. Lee et al. (2005) observaram que o conteido de protefnas estad
altamente correlacionado com a maioria das propriedades fisicas dos grios. Os

mesmos autores relatam que o maior teor de proteina em relagdo ao contetido de
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amido pode aumentar a dureza da semente pela formacio de uma matriz proteica
altamente estruturada. Em estudo realizado por Landry e Delhaye (2007), os
autores concluiram que o endosperma vitreo e o farindceo sao, respectivamente,
ricos e pobres em zeinas.

Algumas caracteristicas do endosperma devem ser consideradas nos
programas de melhoramento, visando a sele¢do de genétipos com endosperma
vitreo ou farindceo. A vitreosidade, por exemplo, pode ser utilizada como
medida objetiva da textura do grao de milho. Entretanto, medidas diretas dessa
propriedade sdo trabalhosas e podem ser substituidas por medidas indiretas,
como a densidade dos graos (Correa et al., 2002).

De acordo com Pereira (2006), as cultivares de endosperma duro e
semiduro apresentaram os maiores valores de densidade e também um melhor
empacotamento dos granulos de amido, parede celular com aspecto mais firme e
os granulos de amido com formato poligonal.

Virios métodos tém sido utilizados com o objetivo de melhor elucidar a
dureza dos graos de milho. Dentre eles, podem-se citar o tempo requerido para
moagem, a estimativa do escore de identacdo, a densidade do grdo, o indice de
tamanho da particula (PSI), o teste de compressdo, o teste de Stenvert Hardness,
NIR (conducting spectral analysis by near-infrared refletance) e o uso de
andlise estatistica multivariada (Abdelrahaman & Hoseney, 1984; Pomeranz et
al., 1985; Kniep & Mason, 1989; Mestres et al., 1991; Lee et al., 2005;
Ngonyamo-Majee et al., 2008).

Muitas empresas produtoras de sementes acreditam que a diferencga entre
os graos duros e dentados pode ser facilmente identificada avaliando-se o escore
de identagdo. Por esse método, grdos com extremidade superior lisa e
arredondada sdo considerados duros e graos com extremidade superior enrugada,
dentados. Apesar de tratar-se de um dos métodos mais utilizados para a

classificagdo da dureza dos grios, ele deve ser usado com ressalvas, pois pode
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induzir a erros. Isso porque a textura é somente avaliada considerando o aspecto
visual dos graos, ndo levando em consideracido que a dureza depende ndo apenas
do pericarpo, como também da composicdo e da estrutura do endosperma. Além
disso, cada empresa utiliza uma escala de notas para a classificagdo, gerando

divergéncia, principalmente nas classes intermedidrias.

2.2.4 Textura do grao e digestibilidade

Devido ao alto contetido de amido no grdo, em torno de 70%, o milho
representa uma importante fonte de energia na dieta de ruminantes e suinos
(Silva et al., 2005; Cantarelli et al., 2007).

A maioria dos hibridos comerciais produzidos nacionalmente é do tipo
duro ou semiduro, enquanto que, na quase totalidade dos paises produtores de
milho no mundo, predomina o tipo dentado (Paes, 2006). Esse fato pode ser
explicado pela crenca dos agricultores brasileiros de que o milho duro é mais
resistente ao armazenamento, enquanto a preferéncia por milhos dentados é
explicada pela maior digestibilidade desse quando comparado ao milho duro.

Grios do tipo duro apresentam maior propor¢do de endosperma vitreo
que grios dentados e grinulos de amido envolvidos por uma matriz proteica
continua que ¢ extremamente resistente a digestdo pelos microrganismos
ruminais (McAllister et al., 1993). Segundo Kotarski et al. (1992), a matriz
proteica parece limitar a digestdo enzimatica do amido, sendo responsavel pelas
diferengas na degradabilidade ruminal dos graos.

A proteina do endosperma vitreo € relativamente resistente a entrada de
dgua e a acdo de enzimas hidroliticas. Sendo assim, a interacdo amido-proteina
influencia a digestilidade do amido, podendo reduzir sua suscetibilidade a
hidrélise enzimdtica. Em grdos duros, os granulos de amidos podem estar

completamente embebidos em uma matriz proteica, tanto no endosperma vitreo
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quanto no endosperma fariniceo, dificultando a hidrélise enzimética (Pratt et al.,
1995; Pereira et al., 2004).

Na literatura, sdo encontrados vdrios trabalhos que obtiveram maior
degradabilidade ruminal do amido e da matéria seca em graos do tipo dentado
do que em graos duros (Philippeau et al., 1998; Philippeau & Michalet-Doreu,
1998).

A degradacdo ruminal da matéria seca parece ser uma medida eficiente
da degradag@o ruminal do amido nos graos de milho. A degradabilidade ruminal
da matéria seca dos graos apresenta como vantagens menor custo e trabalho
requeridos nas andlises laboratoriais, quando comparados a degradabilidade
ruminal do amido. Correa (2001) verificou correlagdo positiva e alta entre a
degradabilidade ruminal do amido e da matéria seca.

A degradabilidade ruminal do amido parece ter correlagdo negativa com
a vitreosidade. Correa et al. (2002) encontraram correlagdo, entre vitreosidade e
degradabilidade in situ do amido, de -0,93. Cantarelli (2003) concluiu que o
milho dentado apresenta menor vitreosidade e, por isso, melhor valor nutricional
que hibridos semiduros e duros, sendo, inclusive, superior, em alguns
parametros nutricionais, aos milhos especiais alto 6leo e QPM.

A degradabilidade também varia em fun¢do do estddio de maturidade da
planta. Pereira et al. (2004) avaliaram os efeitos da textura e do estddio de
maturidade sobre a degradabilidade ruminal de grdos de milho, utilizando o
método de degrabilidade in sifu. Os autores concluiram que a utilizacdo de
hibridos dentados, comparativamente a hibridos duros, pode resultar em menor
queda relativa na digestdao ruminal do amido, em situacdes de colheita tardia dos
graos.

Diante do exposto, fica evidente que a atual baixa disponibilidade de
hibridos mais macios no comércio brasileiro de sementes dificulta a escolha por

materiais que produzam silagem altamente digestivel.
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2.3 Controle genético de caracteres associados aos griaos de milho

O estudo do controle genético de caracteres relacionados ao milho tem
sido frequente na literatura. Entretanto, faltam trabalhos que se refiram aos
graos, como, por exemplo, relacionados ao controle genético da dureza e do
tamanho dos mesmos (Silva, 2006; Lima et al., 2008).

No entanto, a escassez desse tipo de trabalho ndo deve ser relacionada a
falta de importancia do assunto. Assim como para a maioria dos caracteres de
importincia econdmica, aqueles associados aos graos de milho sao tipicamente
quantitativos e bastante influenciados pelo ambiente. Para auxiliar as decisdes
dos melhoristas quanto a estes caracteres, torna-se necessario o conhecimento da
variabilidade fenotipica herdavel e dos principais mecanismos de a¢do génica
envolvidos.

Johnson e Russel (1982) avaliaram caracteristicas agrondmicas e
relacionadas a qualidade fisica de grdos, em 80 linhagens e 40 hibridos
provenientes das populagdoes BSSS. A herdabilidade estimada para tipo de grao
(notas entre duros e dentados), a resisténcia ao quebramento, a densidade, o peso
e o volume de 300 grios foram superiores a 80%, com exce¢do para o cardter
densidade. Os autores concluiram que hd potencial de sele¢do para os caracteres
relacionados a qualidade fisica, j4 que esses caracteres estdo, principalmente,
sob controle genético aditivo. Os autores também verificaram correlagao
altamente positiva entre os caracteres estudados, medidos nos hibridos e nas
linhagens parentais.

Com relag@o ao controle genético do peso de sementes, hd indicios de
que a variancia aditiva seja mais importante do que a varidncia de dominéncia
(Aguiar, 2003). Holthaus e Lamkey (1995) estudaram quatro populagdes de
ciclos de sele¢do recorrente distintos e observaram que as estimativas da

variancia aditiva foram superiores as da variancia de dominancia, em todos os
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ciclos de selecdo recorrente. Resultado semelhante foi observado por Malvar et
al. (1996).

Ja Thompson & Goodman (2006) mostraram a viabilidade de aumentar a
densidade dos grdos de milho por meio de sucessivos retrocruzamentos,
evidenciando que o controle genético deste cardter deve ser relativamente
simples.

Assim, considerando a importancia da dureza do grao de milho, estudos
que busquem esclarecer os fatores que afetam essa caracteristica utilizando
gendtipos nacionais sdo importantes para os programas de melhoramento que
visam o desenvolvimento de cultivares com graos de textura favordvel a melhor

digestibilidade ruminal.
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CAPITULO 2

ULTRAESTRUTURA E VITREOSIDADE DOS ENDOSPERMAS DE
MILHOS TROPICAIS DIFERINDO NA DUREZA
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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de comparar a textura
do endosperma das variedades de milho Cunha e Cristal e verificar se ocorrem
diferengas entre elas com relagdo a percentagem de vitreosidade dos graos em
comparacao com hibridos comerciais utilizados no Sul de Minas Gerais. Para a
avaliacdo do arranjamento e do formato dos granulos de amido no endosperma
das variedades Cunha e Cristal, amostras de graos da regido mediana de cinco
espigas foram fixadas e, posteriormente, analisadas com auxilio de um
microscopio eletronico de varredura. A vitreosidade das duas variedades e de
trés testemunhas, duas com grios tipo duro (XB8010 e P30F33) e uma com
grdos dentados (AG5011), foi determinada pelo método de dissecacdo manual.
Constatou-se que a textura do endosperma das variedades tropicais Cristal e
Cunha € distinta. A variedade Cunha apresentou maior quantidade de granulos
de amido com aspecto arredondado e espacgos entre si, enquanto na variedade
Cristal predominaram granulos poligonais, compactados e envoltos por matriz
proteica. Quanto a vitreosidade, a variedade Cristal possui percentagem
semelhante a dos hibridos XB8010 e P30F33, sendo, portanto, considerada
muito dura. A variedade Cunha apresentou a menor estimativa de vitreosidade
entre as cultivares avaliadas. Os resultados mostraram que a vitreosidade dos
grdos é uma boa alternativa para a confirmacao da classifica¢do visual da dureza
dos hibridos comerciais realizada pelas empresas.
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ABSTRACT

The present work aimed to compare the endosperm texture in the maize
varieties Cunha and Cristal and to verify whether there are differences between them
as to grain vitreouness percentage compared with commercial hybrids extensively
grown in the South of Minas Gerais State, Brazil. To evaluate the arrangement and
format of starch granules in the endosperm of the varieties Cunha and Cristal, grain
samples from the medial region of five ears were fixed and later analyzed using a
scanning electron microscope. Vitreosity in those two varieties and three controls,
two with hard (XB8010 and P30F33) and one with dent grains (AG5011), was
assessed through manual dissection. Endosperm texture in the tropical varieties
Cristal and Cunha is different. The latter had higher quantity of starch granules of
round aspect and spaced from one another, whereas in Cristal variety there was
predominance of polygonal granules, compacted and covered with a protein matrix.
As to vitreosity, Cristal variety has a percentage similar to that of the hybrids
XB8010 and P30F33 and therefore is considered very hard. Cunha variety had the
lowest vitreosity assessment among the evaluated cultivars. Results indicated that
grain vitreosity is a good alternative to confirm the visual classification of hardness
for commercial hybrids done by companies.

33



1 INTRODUCAO

O Sul de Minas Gerais se caracteriza por ter uma das principais bacias
leiteiras do paifs. Entre as fontes de alimento utilizadas no arragoamento dos
animais, o milho se destaca. A produtividade média de graos € alta em
comparacdo com a de outras regides do estado. Contudo, ocorre grande
diversidade no sistema de manejo na producdo desse cereal. Um grande
contingente de agricultores utiliza todas as tecnologias disponiveis, enquanto, no
outro extremo, estdo os agricultores que ainda utilizam variedades. Algumas
dessas variedades permanecem em cultivo por dezenas de anos. Elas passam
entre as geracdoes de agricultores. Pelo menos duas dessas variedades se
destacam, a Cristal, também denominada de milho-ferro e a Cunha. As plantas
dessas variedades sdo bem caracteristicas de milhos tropicais, excessivamente
altas, com insercdo de espigas elevada e tardias. Diferem também com relagdo
ao tipo de grios. A variedade Cristal possui grdos do tipo duro, enquanto a
Cunha possui graos dentados.

Informagdes disponiveis na literatura apontam que a digestibilidade dos
milhos pode diferir em fung¢do da dureza dos grdos. Os grdos mais moles,
dentados, apresentam maior digestibilidade (Cantarelli et al., 2007).
Considerando que as duas variedades mencionadas anteriormente t€m aspecto
dos grdos que indica grande variacdo na dureza, é provavel que elas difiram na
digestibilidade e, em consequéncia, por que razdao foram mantidas durante tanto
tempo pelos agricultores?

Para responder a essas e a outras indagacdes, primeiramente deve-se
verificar se a estrutura do endosperma dessas duas variedades tropicais é
diferente. Essas informagdes ja estdo disponiveis para milhos temperados
(Ngonyamo-Majee et al., 2008). Contudo, ha relatos de que a classificacdo da

dureza realizada pelos melhoristas de condigdes tropicais e temperadas é
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diferente. Em trabalho realizado por Pereira et al. (2004), comparando hibridos
brasileiros e americanos com diferentes texturas do endosperma, foi constatado
que as cultivares brasileiras consideradas mais dentadas, menos vitreas,
apresentaram maior vitreosidade que as temperadas classificadas como menos
dentadas.

Desse modo, esse trabalho foi realizado visando comparar a textura do
endosperma de grios das variedades de milho tropicias Cunha e Cristal e, ao
mesmo tempo, verificar se ocorre diferenca entre elas na porcentagem de
vitreosidade dos graos, em comparacdo com hibridos comerciais utilizados no

Sul de Minas Gerais.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Departamento de Biologia e as
andlises microscopicas realizadas no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras, localizada em Lavras, na regido sul do estado
de Minas Gerais.

Foram utilizadas duas variedades de milho contrastantes para os
caracteres cor, tamanho e dureza de grdos. A variedade Cristal possui graos
brancos, duros, com aspecto arredondado e auséncia de identagdo. A variedade
Cunha possui graos amarelos, dentados, achatados e presenca de identagao.

O arranjamento e a forma dos granulos de amido do endosperma foram
avaliados utilizando-se microscopia eletronica de varredura (MEV). Para isso,
foram coletados grdos da regido mediana de cinco espigas das variedades Cristal
e Cunha. Os grdos foram partidos ao meio, com auxilio de uma lamina de ago
inox. Em seguida, estes foram fixados em Karnovisky, por 21 horas e pds-
fixados, por 2 horas, em tetréxido de 6smio 2%, desidratados em uma série de
acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%, esta tltima por trés vezes) e levados ao
aparelho de ponto critico. Posteriormente, as amostras foram fixadas em
suportes de aluminio (“stubs”), por meio de uma fita de carborno dupla face e
submetidas a uma cobertura com ouro.

Para a determinag¢do da vitreosidade dos grdos, além das variedades
Cunha e Cristal, foram avaliadas trés testemunhas: o hibrido AG5011, que
possui graos classificados pela empresa que o comercializa como dentados e os
hibridos XB8010 e P30F33, como duros. A vitreosidade dos graos foi medida
pelo método de dissecacdo manual, conforme descrito por Dombrink-Kurtzman
& Bietz (1993). Para diminuir a variacdo da posicdo do grao na espiga, foram
selecionados, aleatoriamente, 100 graos de cada hibrido ou variedade e divididos

em 10 grupos. A vitreosidade foi estimada em um grio de cada grupo,
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selecionado aleatoriamente, o qual foi imerso em dgua destilada, por 3 minutos
e, posteriormente, seco com papel toalha. O pericarpo e o embrido foram
removidos com auxilio de um bisturi, deixando-se apenas o endosperma, o qual
foi pesado (endosperma total). Em seguida, o endosperma fariniceo foi
removido e o peso do endosperma vitreo restante foi expresso como
porcentagem do endosperma total.

Os dados de porcentagem de endosperma vitreo em relacdo ao
endosperma total foram submetidos a andlise de varidncia, adotando-se o

seguinte meodelo: Y, =m+1t, +e;, em que Y, : valor observado no i-ésimo

i
tratamento e na j-€ésima repeticdo, m: média geral, f;: efeito da i-€simo

tratamento, e, : efeito do erro experimental.

A andlise foi efetuada por meio pacote estatistico GENES (Cruz, 2001).
As médias foram comparadas pelo teste de agrupamento de Scott & Knott

(1974).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagdo do tipo de grdo das variedades Cristal e Cunha,
disponivel até o momento, foi realizada apenas pelo método visual. Os graos da
variedade Cristal sdo considerados do tipo duro, por apresentarem auséncia de
identagdo, isto é, extremidade superior arredondada e lisa. J4 os grdos da
variedade Cunha sdo considerados do tipo dentado, por possuirem identacao, ou

seja, extremidade superior enrugada (Figura 1).

FIGURA 1(A) Auséncia de identagdo nos graos da variedade Cristal.
(B) Presenca de identacdo nos graos da variedade Cunha.

Detalhes de endosperma vitreo da variedade Cristal e farinidceo da
variedade Cunha podem ser observados na Figura 2, em que se pode notar que
os endospermas das duas variedades sdo realmente bem distintos. O endosperma
da Cunha possui granulos de amido arredondados, espagcados entre si e com
auséncia de matriz proteica continua (A, C e E). O endosperma da variedade

Cristal justifica a denominacio de milho-ferro, ou seja, os grainulos de amido sao
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muito compactados, poligonais e envolvidos por matriz proteica (B, D e F). As
caracteristicas observadas no endosperma das variedades com graos do tipo duro
e dentado estdo de acordo com as descritas na literatura (Fornasieri Filho, 1992;
Smith et al., 2004).

A matriz proteica, ao que tudo indica, limita a digestdo enzimdtica do
amido, sendo, portanto, responsavel pelas diferencas na degradabilidade ruminal
dos graos (Kotarski et al., 1992). A proteina do endosperma vitreo é
relativamente resistente a entrada de 4dgua e a agdo de enzimas hidroliticas.
Sendo assim, a interagdo amido-proteina influencia na digestilidade do amido,
podendo reduzir sua suscetibilidade a hidrdlise enzimatica. Em graos duros, os
granulos de amido podem estar completamente embebidos em uma matriz
proteica, dificultando a hidrélise enzimética (Pereira et al., 2004).

Para confirmar as informacdes ultraestruturais foi estimada a
porcentagem de endosperma vitreo em relagcdo ao endosperma total. Pelos dados
da Tabela 1 pode-se observar que, com relacio a vitreosidade, as duas
variedades s3o bem diferentes. A Cristal apresentou mais de 80% do
endosperma vitreo, ao passo que, na Cunha, esse nimero foi em torno de 50%.
Vale ressaltar que a variedade Cunha apresentou porcentagem de vitreosidade
inferior ao hibrido AG5011, que € amplamente utilizado pelos pecuaristas do Sul
de Minas, por considerd-lo de boa digestibilidade. Destaca-se também que os
outros dois hibridos apresentam vitreosidade equivalente a da Cristal, sendo,

portanto, muito dura.
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FIGURA 2 Ultramicrografia do endosperma de variedades de milho diferindo
na dureza dos grios. A, C e E - variedade Cunha. B, D e F -
variedade Cristal.
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TABELA 1 Valores médios da vitreosidade de graos de milho.

Cultivares Vitreosidade”
Cristal 82,57A
Cunha 53,52C
XB8010 76,10A
P30F33 81,34A
AG5011 67,13B

" Os tratamentos com a mesma letra foram colocados no mesmo grupo, pelo teste de
Scott Knott (1974), a 5% de probabilidade.

No passado ndo muito distante, os programas de melhoramento de
hibridos do Brasil concentravam sua atengdo na obtencdo de cultivares com
graos duros. Por essa razdo, ha maior disponibilidade no mercado de graos
classificados como duros ou semiduros (Cruz & Pereira Filho, 2008). A se
confirmar que os milhos mais dentados apresentam maior digestibilidade, como
tem sido recentemente relatado na literatura (Correa et al., 2002), a variedade
Cunha é um excelente germoplasma para se extrair linhagens visando a obtengao
de hibridos dentados.

Ao que tudo indica, as empresas utilizam linhagens temperadas com essa
finalidade. O problema € que elas sdo mal adaptadas e o processo torna-se mais
demorado. Considerando a adaptacio da variedade Cunha, a obtencdo de bons
hibridos dentados poderia ser mais rapida.

Finalizando, os resulados da vitreosidade e do arranjamento dos granulos
de amido do endosperma confirmaram a classificag@o contrastante da textura dos
graos das variedades estudadas. Os dados de vitreosidade permitiram, ainda,
uma alteracdo na classificacdo do grau de dureza dos grdos, realizada pelas
empresas de sementes, uma vez que possibitilaram diferenciar trés classes de
dureza, isto é, tipo duro (Cristal, XB8010 e P30F33), semidentado (AG5011) e
dentado (Cunha).
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4 CONCLUSOES

A textura do endosperma das variedades tropicais Cristal e Cunha é

distinta.
A vitreosidade dos graos € uma boa alternativa para a confirmagao

da classificagdo visual da dureza dos hibridos comerciais realizada

pelas empresas.
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CAPITULO 3

CONTROLE GENETICO DE CARACTERES ASSOCIADOS AO
FORMATO E A DUREZA DE GRAOS DE MILHO
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RESUMO

Informagdes a respeito do controle genético de caracteres associados ao
formato e dureza dos graos foram obtidas a partir do cruzamento de duas variedades,
Cunha e Cristal, tipicas de milhos tropicais. As variedades foram cruzadas, obtendo-
se as geracdes F, e F;. Para a obtencdo dos dados foram coletados grios na parte
central das espigas e avaliados o comprimento, a largura, a espessura, a massa seca e
a dureza, essa dltima por meio da densidade e da resisténcia a forca de compressao
imposta por um texturdmetro. A partir das estimativas dos componentes genéticos
de média e de variancia, pode-se concluir que houve predominio de interacdes
alélicas de dominancia e de baixa herdabilidade no estudo do controle genético de
caracteres associados ao formato e a massa seca dos grdos. Para o cariter dureza dos
grdos, avaliado pela resisténcia a forca de compressdo, a interagdo alélica
predominante foi aditiva e a herdabilidade alta, condicdo essa favordvel para a
selecdo.
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ABSTRACT

Information on the genetic control of characters associated with grain shape
and hardness was obtained from the breeding between two varieties, Cunha and
Cristal, typical of tropical maize. The varieties were bred and F, and F; generations
were produced. Grains at the central part of the ears were collected and evaluated as
to length, width, thickness, dry mass and hardness; the latter was assessed through
density and resistance to the compression force by a texturometer. Based on the
assessment of the genetic compounds of mean and variance, there was
predominance of allelic interactions of dominance and low heritability in the genetic
control study for characters associated with grain shape and dry mass. As regards
grain hardness, evaluated through the resistance to compression force, the
predominant allelic interaction was additive and heritability was high, a favorable
condition to selection.
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1 INTRODUCAO

O milho &, provavelmente, a espécie da qual se dispde do maior nimero
de literatura abordando o controle genético de caracteres (Neuffer et al., 1997).
Entretanto, para alguns caracteres que afetam o valor comercial, ainda ha
escassez de informagdes. Por exemplo, praticamente ndo foram encontrados
estudos sobre o controle genético do formato dos grdos. Poucas informagdes,
restritas a milhos temperados, foram encontradas a respeito da dureza dos graos
(Johnson & Russel, 1982; Thompson & Goodman, 2006).

Esses caracteres sdo importantes, pois o milho ¢ uma das principais
fontes de energia na dieta de ruminantes e monogéstricos, havendo relatos de
que a degradabilidade do amido varia com a dureza dos graos (Cantarelli et al.,
2007; Ngonyamo-Majee et al., 2008).

Na regido sul de Minas Gerais, duas variedades de milho, Cristal e
Cunha, diferindo no formato e dureza dos grios, vém sendo cultivadas por varias
décadas. O conhecimento do controle genético da diferenca na forma e na
dureza dos graos destas duas cultivares é importante para futuros trabalhos de
melhoramento com milhos tropicais, visando maior degradabilidade dos
mesmos.

Do exposto, este trabalho foi realizado com o objetivo de obter
informacdes a respeito do controle genético de caracteres associados ao formato

e a dureza dos graos, utilizando milhos tipicamente tropicais.

48



2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos Departamentos de Biologia e de
Ciéncia de Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram
utilizadas duas variedades de milho, fornecidas pelos agricultores do Sul de
Minas e mantidas pela UFLA. A variedade Cristal possui graos com formato
arredondado, textura dura e coloracdo branca. A variedade Cunha apresenta
graos achatados, dentados e amarelos. A multiplicagdo dessas variedades foi
realizada em campos isolados, visando a ndo contaminag¢io das mesmas.

Na safra 2006/07, cerca de 50 plantas de cada variedade foram utilizadas
para a obtencdo da geracdo F; A variedade Cristal foi utilizada como genitor
feminino e a variedade Cunha, como genitor masculino. As sementes F;, obtidas
a partir do cruzamento entre as variedades Cunha e Cristal, foram semeadas em
fevereiro de 2007 e autofecundadas para a obten¢do das sementes F, O mesmo
foi realizado na safra de 2007/08, para a obten¢do das sementes F;. As espigas
das populacdes foram colhidas individualmente e secadas ao sol, até que os
grdos atingissem teor de dgua de 13%.

Foi retirada uma amostra de grios da regidao mediana da espiga dos pais
e das geracdes F, e F; para o estudo do controle genético da dureza e da forma
dos grios de milho. O nimero de individuos analisados variou de acordo com o
carater e com a populagdo, e estd descrito nas Tabelas de 1 a 6. Os caracteres
avaliados foram formato, massa seca e dureza dos graos.

Para a avaliagcdo do formato dos graos, com auxilio de um paquimetro
digital, foram tomados os dados referentes ao comprimento, largura e espessura
dos mesmos, em milimetros. A massa seca dos graos foi obtida em balanca
analitica, sendo os dados tomados em miligramas. A avaliacdo da dureza dos
graos foi realizada utilizando dois métodos distintos, por meio da resisténcia a

for¢a de compressdo e da estimativa da densidade dos grdos. A resisténcia a
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forca de compressao foi avaliada em um texturdmetro, modelo TA-XT 2i, com
as seguintes configuracdes: ponta de probe de 3 mm de didmetro, velocidade de
pré-teste de 3 mm s velocidade de teste de 0,5 mm s’ e velocidade de pos-teste
de 5,0 mm s, Os graos foram levados individualmente ao texturdmetro, sendo
registrada a forca necessdria para comprimi-los, a uma taxa de compressao de
0,5 mm, em gramas. Ja a densidade de cada grao foi obtida com auxilio de um
picnometro, conforme descrito por Gomes et al. (2004).

Foram estimadas as médias e as variancias dos genitores e das geracoes
F, e F;, para cada cariter em estudo. A partir desses dados estimaram-se 0s
componentes de média, empregando-se o método dos quadrados minimos
ponderados. Considerou-se o modelo aditivo-dominante, sem epistasia (Rowe &
Alexander, 1980; Mather & Jinks, 1984). Posteriormente, foram estimados os
componentes da varidncia genética e ambiental, utilizando-se o método dos
quadrados minimos ponderados iterativo.

Os componentes de média e de variancia foram estimados com auxilio
do aplicativo computacional Mapgen (Ferreira & Zambalde, 1997). Foram

obtidas também as estimativas da herdabilidade no sentido restrito, para as

geracoes F, ( hrZF )e Fs (hrzF ), utilizando-se os seguintes estimadores (Bernardo,
2 3

» _G; :» _156; A2 )
2002): her =4 52 © hrF3 = A 52 - emque 0, : variancia aditiva, 07, :

£ 2

‘A . P ~ A2 [P . s ~
variancia fenotipica da geragdo F, e 07, : varidncia fenotipica da geracdo F.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o estudo do controle genético, € necessdrio que os genitores nao
segregam para o cardter em questdao. Os dois genitores utilizados neste trabalho
sdo variedades de polinizacdo livre e, portanto, contém locos em homozigose e
heterozigose. Entretanto, pelo que se observa ao longo do tempo ndo ocorre
segregacdo para esses caracteres nos genitores.

Outra observacao € que, especialmente para os caracteres associados ao
tamanho, existe grande variacdo entre os graos de uma mesma espiga de milho,
independente de sua constitui¢do genotipica. Isso decorre em func¢do da maneira
como sao emitidos os estilos-estigmas. Considerando uma espiga dividida
longitudinalmente em quatro partes, os estilos-estigmas que aparecem primeiro
sdo aqueles desenvolvidos no segundo quarto a partir da base da mesma.
Posteriormente, aparecem aqueles do terceiro quarto e simultaneamente do
quarto basal e do dpice da espiga. Dessa forma, os grios provenientes dos
estilos-estigmas situados na regido central da espiga podem ser fecundados
primeiro, acumulando maior quantidade de fotoassimilados que aqueles
oriundos da regido basal e apical (Cércova et al., 2003; Cércova & Otegui,
2007). Assim, grande parte da variagdo entre os grdos de uma mesma espiga
deve ser ambiental. Por essa razdo, procurou-se, no momento da coleta dos
grdos, para a obtencdo dos dados, que eles fossem retirados sempre da posi¢ao
central. Além do mais, como as polinizagdes foram manuais, deu-se preferéncia
em considerar as espigas sem falhas de polinizagdo, especialmente na regidao
central das mesmas.

Antes de apresentar os resultados, também € importante mencionar que
os graos de milho sdo formados basicamente por quatro estruturas fisicas
principais: o pedicelo, responsavel, em média, por um percento da massa seca

dos grdos; o pericarpo, por cinco percento; o embrido, por 12% e o endosperma,
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que corresponde a 82% da massa seca do grdo (Carvalho & Nakagawa, 2000).
Esses constituintes diferem na sua origem. O embrido e o endosperma sio
produtos da fertilizacdo; ji4 o pedicelo e o pericarpo s@o tecidos maternos
(Ramalho et al., 2008). Esse fato dificulta o estudo do controle genético dos
caracteres que envolvem os grdos. Por exemplo, os grios da geracdo Fi,
considerando embrido e endosperma, apresentam xénia. Assim, os fenétipos da
geracdo F,, para esses caracteres, se expressam na planta-mde. J4 quando se
consideram o pericarpo e o pedicelo, por ser um tecido materno, ndo possuem
x€nia e o fendtipo que se expressa depende apenas da constituicdo do genitor
feminino.

Considerando que os caracteres que apresentam xénia sdo responsaveis
por mais de 90% da massa total dos graos, o estudo do controle genético teve
como referéncia a geracdo desses caracteres. E provével que o pericarpo, por
exemplo, afete o formato dos grdos. Contudo, a sua inclusdo no estudo do
controle genético, juntamente com o embrido e o endosperma, é dificil porque os
constituintes dos graos estdo em geragdes diferentes.

Analisando-se, inicialmente, os caracteres associados ao formato dos
grdos, isto é, comprimento, largura e espessura, verifica-se que o genitor Cunha
possui graos mais compridos, mais largos e menos espessos que o genitor Cristal
(Tabelas 1 a 3). Visualmente, € possivel constatar essas diferencas que as
estimativas obtidas evidenciam. Observou-se que as médias das populagdes F, e
F; foram diferentes da média dos pais. Em principio, esse resultado mostra a
existéncia de dominancia no controle dos caracteres.

Essa ultima observagdo pode ser constatada por meio das estimativas dos
componentes de média (Tabelas 1 a 3). Observa-se que, para a largura dos graos,
a estimativa de d, contribui¢do dos locos em heterozigose em relagdo ao ponto
médio dos dois genitores homozigotos, quando se considera um unico loco, foi

diferente de zero e negativa, indicando que a dominancia € no sentido de reduzir
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a expressdo do cardter (Tabela 2). Constatou-se também, realcando o que foi
comentado, que o grau médio de dominancia (gmd) foi, para todos os trés
caracteres, diferente de zero (Tabelas 1 a 3). Para a espessura, a estimativa do

gmd foi superior a 1.

TABELA 1 Numero de individuos por populacdo, médias e variancias,
estimativas dos componentes de média e de varincia para o
cardter comprimento de grdos de milho. UFLA, Lavras, MG,

2009.

Populacées N° individuos Média (mm) Variancias
Cristal 20 10,42 0,18
Cunha 17 13,77 0,30
F, 329 11,14 0,82
F; 977 10,98 0,75
Componentes de Estimativas Componentes Estimativas
média’ de variancia
M 12,22 (0,25)° oA 0,0985

[0,0890; 0,10957]°
A -1,55 (0,25) o’ 0,4769
[0,4201; 0,5461]
d 1,08 (0,61) o’ 0,2446
[0,1609; 0,4162]
Gmd 0,70 - -
R* (%) 99,99 - 99,76

"'m: média dos genétipos homozigéticos; a: desvio dos homozigotos em relagio ao ponto
PN L . - L1 -~ 3r . .
médio; d: desvio do heterozigoto em relagdo ao ponto médio. “Erro padrdo. *Limites

inferiores e superiores do intervalo de confianga para as variancias.

TABELA 2 Numero de individuos por populacdo, médias e variincias,
estimativas dos componentes de média e de variancia para largura
de graos de milho. UFLA, Lavras, MG, 2009.

Populacoes N° individuos Média (mm) Variancias

Cristal 20 9,36 0,15

Cunha 20 9,87 0,83

F, 357 8,93 0,64

F; 956 8,75 0,62

Componentes de Estimativas Componentes Estimativas

média’ de variancia

M 9,60 (0,76) oA 0,0233
[0,0205; 0,0268]

Continua...
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TABELA 2 Continuagao.

| Populacdes | Nindividuos | Média (mm) | Variincias |
a -0,50 (0,76) 6'p 0,1267
[0,1077; 0,1512]
d -0,10 (1,17) o’E 0,4900
[0,3273/0,8139]
Gmd 0,2 - -
R* (%) 99,97 - 98,53

"'m: média dos gendtipos homozigéticos; a: desvio dos homozigotos em relagio ao ponto
P . . - P - 3r . .
médio; d: desvio do heterozigoto em relagdo ao ponto médio. “Erro padrdo. *Limites

inferiores e superiores do intervalo de confianga para as variancias.

Foram obtidas também as estimativas dos componentes de variincia
(Tabelas 1 a 3). Chama a aten¢do o fato de que, especialmente para os caracteres
largura e espessura, a varidncia ambiental, proporcionalmente a variancia
genética, foi expressiva. Esses resultados confirmam a observacdo anterior de
que, em uma espiga, grande parte da variacdo na forma dos grdos deve ser
ambiental. Como ja comentado, as diferengas no periodo de fertilizacdo que
contribuem para a distribuicao irregular dos fotoassimilados durante o periodo
de enchimento de cada grao favorece a variagdo nos graos, mesmo considerando

apenas os graos da regido central das espigas.

TABELA 3 Numero de individuos por populacdo, médias e variincias,
estimativas dos componentes de média e de varidncia para a
espessura de grios de milho. UFLA, Lavras, MG, 2009.

Populacoes N° individuos Média (mm) Variancias

Cristal 20 4,52 0,17

Cunha 20 3,97 0,25

F, 360 4,22 0,28

F; 974 4,06 0,25

Componentes de Estimativas Componentes Estimativas

média' de varidncia

M 3,99 (0,35)° 0% -0,0166
[-0,015; -0,0192]

A 0,03 (0,35) o’ 0,0866

[0,074/0,1034]

Continua...
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TABELA 3 Continuagdo.

Populacoes N° individuos Média (mm) Variincias

d 0,30 (0,70) oK 0,2100
[0,1403/0,3488]

gmd 10 - -

R* (%) 99,95 - 99,89

"'m: média dos gendtipos homozigéticos; a: desvio dos homozigotos em relagio ao ponto
P . . - L 1. - 3r . .
médio; d: desvio do heterozigoto em relagdo ao ponto médio. “Erro padrdo. *Limites

inferiores e superiores do intervalo de confianga para as variancias.

As estimativas da varidncia de domindncia foram diferentes de zero
(Tabelas 1 a 3). Observa-se que o limite inferior da estimativa da varidncia de
dominancia foi sempre positivo. A magnitude da varidncia de dominancia foi,
em todos os trés casos, superior a variincia aditiva. Esse resultado, em principio,
ndo era esperado, pois a variancia de dominincia corresponde aos desvios da
equacdo de regressdo linear, utilizada na obtencdo da varidncia aditiva
(Bernardo, 2002). Segundo esse autor, o procedimento dos quadrados minimos
tende a minimizar os desvios em relacdo a reta de regressdo. A varidncia de
dominancia, por defini¢do, é considerada com menor variacio possivel entre os
valores genotipicos. Assim, a priori, a variancia aditiva serd sempre maior que a
variancia de dominancia, a menos que as frequéncias alélicas sejam extremas ou
se houver sobredominédncia. Fica evidente, tanto pelas estimativas dos
componentes de média como de varidncia, que ocorre dominancia na expressao
desses caracteres.

Deve ser salientado que, como esses caracteres sdo controlados por
vérios genes, é esperado que alguns deles estejam ligados. Como as geragdes F,
e F; certamente ndo estdo em equilibrio de ligacdo, a variancia de dominéncia
pode estar superestimada pela ligacdo, especialmente se ela estiver em repulsdo.

Kearsey & Pooni (1988) apresentaram a expressio da varidncia de uma

populagdo F, (0 ?2 ), considerando dois locos ligados, A e B:
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o, =%a§+%a§+5(l—2R)aAaB+%dj+%d§ +%(l—2R)2dAdB,

em que:

a, e a, correspondem ao desvio dos homozigotos, em relacdo a média, para os

locos A e B, respectivamente; d, e d, ¢ o desvio dos heterozigotos, em relagio

a média, para os locos A e B, respectivamente; R é a frequéncia de
recombinagio entre os genes A e B e 0 é uma varidvel condicional que assume
os valores de +1 para ligagdo em atragao e -1 para ligagdo em repulsao.

Fica evidente que, quando a ligacdo estd em repulsdo, a variancia aditiva
fica subestimada, ao passo que a de dominancia € superestimada, podendo levar
a uma estimativa do gmd em que d > a, ou seja, sobredominincia. Segundo
Hallaver & Miranda (1988); Gardner & Lonnquist (1959) avaliaram a
produtividade de graos de milho da populagcdo F, e obtiveram estimativas de
gmd=1,05. Ao avangarem essa populagdo por vdrias geracdes de recombinacio,
até que a mesma alcancasse o equilibrio, o gmd reduziu para 0,59. Diante do
exposto, pode-se inferir que pelo menos parte da magnitude do gmd estimado
deve ser funcdo da forte ligacdo em repulsido dos genes envolvidos no controle
desses caracteres.

Nao foram encontradas, na literatura sobre o assunto, estimativas de
componentes de varidncia e de média para caracteres associados ao formato dos
grdos. Contudo, a presenca de heterose para caracteres relacionados a
germinacdo e a emergéncia ja foi relatada em algumas situagdes (Gomes et al.,
2000; José et al., 2004; Hoecher et al., 2006; Souza et al., 2008). E provavel que
parte dessa heterose possa estar associada a caracteres relacionados ao formato
dos graos, o que estd de acordo com os resultados relatados anteriormente.

Os dois genitores diferiram para massa de graos, que € outro carater de

interesse nos programas de melhoramento (Tabela 4). A massa de graos foi
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superior no genitor Cunha, o que, até certo ponto, estd de acordo com os
comentdrios anteriores a respeito do comprimento e da largura dos graos. Como
ja salientado, mais de 90% da massa de grdos deve-se ao embrido e,
principalmente, ao endosperma (Carvalho & Nakagawa, 2000). Depreende-se,
entdo, que o genitor Cunha possui mais massa no seu endosperma e embrido que
o Cristal.

As estimativas dos componentes de média mostram que a estimativa de
d foi superior a estimativa de a (Tabela 4). Infere-se que a massa dos graos de
milho deve manifestar grande heterose. Quanto as estimativas da varidncia, os
resultados também foram coerentes com os relatados para os componentes de
média. A estimativa de varidncia de dominancia foi bem superior a variincia
aditiva. Nesse caso, assim como comentado anteriormente, a presenca de ligagao
também pode estar superestimando as estimativas de variincia de dominancia e
subestimando as aditivas. E interessante comentar que a variancia do erro foi de

2
magnitude inferior a variancia de dominancia. Assim, a relagdo O-% , , para a
G

massa dos graos, € menor que a observada nos demais caracteres.

TABELA 4 Numero de individuos por populacdo, médias e variancias,
estimativas dos componentes de média e de varidncia para o
cardter massa de graos de milho. UFLA, Lavras, MG, 2009.

Populacées N° individuos Média (mg) Variancias

Cristal 20 0,21 0,03

Cunha 20 0,35 0,06

F, 336 0,32 0,25

F; 763 0,30 0,22

Componentes de Estimativas Componentes Estimativas

média’ de varidncia

M 0,2982 (0,04)* oA 0,0266
[0,0242; 0,02957°

A -0,0565 (0,04) o’p 0,1733

[0,1530; 0,1980]

Continua...

57



TABELA 4 Continuagao.

Populacoes No individuos Média (mg) Variancias

d 0,1874 (0,11) oE 0,0500
[0,0330; 0,0844]

Gmd 3,31 - -

R%(%) 99,80 - 99,45

"'m: média dos gendtipos homozigéticos; a: desvio dos homozigotos em relagio ao ponto
P . . - L 1. - 3r . .
médio; d: desvio do heterozigoto em relagdo ao ponto médio. “Erro padrdo. *Limites

inferiores e superiores do intervalo de confianga para as variancias.

Tem sido constatado que a heterose para produtividade em milho é
grande. Em vdrias oportunidades, foi obtida a contribui¢do dos locos em
homozigose (m + a) e dos locos em heterozigose (d). Em levantamento
apresentado por Ramalho et al. (2003), envolvendo 155 popula¢des de milho, as
estimativas de d, contribui¢do dos locos em heterozigose, corresponderam, em
média, a 70,1%, ao passo que em m + a, contribuicdo dos locos em homozigose,
apenas 29,95%. Também Hallauer & Miranda Filho (1988) apresentaram
resultados de 24 estimativas dos componentes da varidncia genética para a
produtividade de graos em milho, em que, na média, a relacdo 67p0°4 foi
praticamente 1, indicando a ocorréncia de heterose acentuada para essa
caracteristica. E provével que parte expressiva desta heterose na produtividade
de graos de milho deva ser atribuida a heterose na massa dos graos. Isto porque a
produtividade de uma planta é funcdo do produto do nimero de grdos pela
massa dos graos.

Outro carater muito importante é a dureza dos grdos de milho. Ela tem
sido avaliada, pela inddstria e empresas produtoras de sementes, considerando
apenas o aspecto visual dos graos. Assim, os graos sao classificados por meio do
escore de identacdo, isto é, a auséncia de identacdo caracteriza grdo duro,
enquanto graos com identagdo profunda sio considerados dentados.

Entretanto, essa avaliagdo visual tem sido questionada por observar

apenas o pericarpo, ndo tendo como verificar visualmente o endosperma
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(Figueiredo et al., 2008). Uma alternativa para avaliar a dureza dos grios é a
forca de compressdo estimada pelo texturo6metro.

Por meio da for¢a de compressdo, comprovou-se que o genitor Cristal é
mais duro, ou seja, apresentou maior média que o genitor Cunha (Tabela 5).
Veja que a média da forca de compressdo da geragdao F, foi semelhante a da
geracdo F;. J4 a média dos genitores (5.810,75) foi 1,82% acima da média das
duas geracdes segregantes (5.706,69). Em principio, esses resultados indicam

auséncia de dominincia no controle desse cardter. A comprovacido desta
- . . . . . A2 . .
observacdo foi verificada por meio da estimativa de 0,,, que foi praticamente

nula. Contudo, houve discrepincia com relacdo a estimativa de d, que foi
superior a contribui¢do de a. Entretanto, essas estimativas estiveram associadas a

erros elevados, ndo diferindo de zero, a 95% de probabilidade.

TABELA 5 Numero de individuos por populacdo, médias e variancias,
estimativas dos componentes de média e de varidncia para a
resiténcia a forca de compressdo de grdos de milho. UFLA,
Lavras, MG, 2009.

Populacoes N° individuos Média (g) Variincias
Cristal 19 6147,07 11202,79
Cunha 12 5474,43 2523191
F, 320 5683,51 159133,85
F; 2940 5729,88 152405,96
Componentes de Estimativas Componentes Estimativas
média’ de variancia
m 5726,29 (253,71)° oA 90879,98
[66811,79;
130846,717°
a 251,89 oD 0,00
(253,71)
d -874,29 (677,54) o’k 22600,8381
[14526,19;
31947,34]
gmd 3,47 - -
R*(%) 99,98 - 98,15

T PET - . . . —~
m: média dos gendtipos homozigébticos; a: desvio dos homozigotos em relagdo ao ponto

2 1: . . - P 2 - 3r e .
médio; d: desvio do heterozigoto em relacdo ao ponto médio. “Erro padrdo. “Limites
inferiores e superiores do intervalo de confianga para as variancias.
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A dureza dos graos também pode ser medida por meio da densidade. A
variedade Cristal apresentou maior densidade que a Cunha (Tabela 6). Esses
resultados confirmam as estimativas de correlagdo alta e positiva entre densidade
e dureza dos grdos (Silva et al., 2000). As médias das geracdes F, e F; foram
semelhantes entre si e semelhantes a média do genitor Cunha, indicando
ocorréncia de dominancia no sentido de menor densidade. As estimativas dos
componentes de média e variancia confirmam essa observagao.

Em principio, esses resultados contradizem os obtidos pela resisténcia a
forca de compressdo, que € outra medida da dureza dos graos. Contudo, sdo
necessarios alguns comentdrios. Para a densidade, tanto os componentes de
média como de variancia estiveram associados a erros elevados. Desse modo, €
dificil inferir que houve realmente predominio dos efeitos de dominéncia.
Considerando que foram avaliados grdos F,, isto é, a densidade foi obtida por
grdo, o erro ambiental deve ser grande. Seria importante, ao se avaliar a
densidade, utilizar amostra maior de graos; nesse caso, seria necessirio o
emprego de progénies endogdmicas ou nio. Além do mais, a correlacdo entre
dureza e densidade, apesar de alta, ndo é 1, indicando que, na expressdo da
densidade, ha outros fatores que ndo s6 a dureza dos grdos. Por essa razdo pode-

se observar diferenca no controle genético da dureza e da densidade.

TABELA 6 Numero de individuos por populacio, médias e variancias,
estimativas dos componentes de média e de varidncia para a
densidade de grios de milho. UFLA, Lavras, MG, 2009.

Populacoes N’ individuos Média (g.cm™) Variancias
Cristal 100 1,3065 0,0033
Cunha 100 1,2452 0,0077
F, 340 1,2440 0,0096
F; 3120 1,2309 0,0071
Componentes de Estimativas Componentes Estimativas
média’ de variancia

M 1,2550 (0,0514) oA -0,0020

[-0,0017:-0,0022]°

Continua...
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TABELA 6 Continuagao.

Populacoes N° individuos Média (g.cm™) Variincias

A 0,0098 (0,0514) o'p 0,0061
[0,0053;0,0070]

D -0,1130 (0,1651) o’k 0,0055
[0,0046;0,0068]

gmd 11,53 - -

R* (%) 99,99 - 99,12

"'m: média dos gendtipos homozigéticos; a: desvio dos homozigotos em relagio ao ponto
P . . - P - 3r . .
médio; d: desvio do heterozigoto em relagdo ao ponto médio. “Erro padrdo. *Limites

inferiores e superiores do intervalo de confianga para as variancias.

Foram obtidas estimativas da herdabilidade (hz) para os caracteres em
estudo (Tabela 7). As herdabilidades estimadas foram no sentido restrito (hr2 ),

portanto, particularmente tteis aos programas de selecdo recorrente. Analisando-
se os valores dessas estimativas dos caracteres associados ao formato e massa
seca de grdos, notam-se diferencas entre os mesmos, sendo maior para o
comprimento (h*, =19,70%) e nula para espessura. Mesmo a maior estimativa de
h? nio foi de grande magnitude. Esses resultados reforcam a observagio anterior
do efeito do ambiente na expressdo desses caracteres. Embora sejam
caracteristicas de fécil visualizacdo, o ganho com a selecdo visual pode ser

pequeno, devido a acentuada influéncia do ambiente na sua manifestacdo.

TABELA 7 Estimativas de herdabilidade no sentido restrito, em populacdo F, e
F;, para os caracteres comprimento, largura, espessura, massa
seca, densidade e resisténcia a for¢a de compressdo em graos de
milho. UFLA, Lavras, MG, 20009.

Carater Populagdo F, (%) Populacdo F; (%)
Comprimento 12,01 19,70
Largura 3,64 5,64
Espessura 0,00 0,00
Massa seca 10,64 18,14
Resisténcia a for¢a de compressio 57,11 89,45
Densidade 20,83 42,25
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Apesar de densidade e resisténcia a forca de compressdo serem formas
. . - . . 2 .
alternativas de medida da dureza dos grios, a estimativa da &~ para a densidade

foi inferior a da resisténcia a forca de compressdo. Isso pode ser explicado pela
elevada magnitude da varidncia ambiental verificada para a densidade dos graos.

Ao contririo do que foi observado para os outros caracteres, a estimativa
2 . . . A . by
de h para a dureza, quando avaliada por meio da resisténcia a forca de

compressdo, foi de grande magnitude. Esse resultado estd de acordo com o
obtido por Johnson & Russel (1982), os quais avaliaram 80 linhagens e 40
hibridos provenientes das populagdes BSSS e obtiveram herdabilidade superior
a 80% para dureza de grios. E oportuno salientar que os grios podem ser
submetidos a for¢a de compressao sem afetar a sua germinacio e emergéncia, o

que possibilitaria a selecao individual com grande eficiéncia.
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4 CONCLUSOES

No estudo do controle genético de caracteres associados ao formato
e a massa seca dos graos de milho, houve predominio de intera¢des

alélicas de dominéncia e de baixa herdabilidade.
Para o cariter dureza dos grdos, medido pelo texturometro, a

interagdo alélica predominante foi aditiva e a herdabilidade alta,

condi¢do essa favordvel para a seleg@o.
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CAPITULO 4
ESTIMATIVA DE PARAMETROS GENETICOS DA

DEGRADABILIDADE DE GRAOS DE MILHO DIFERINDO EM
ESCORE DE IDENTACAO
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RESUMO

Com a realizagio do presente trabalho, objetivou-se estimar parametros
genéticos da degradabilidade de graos de milho com diferentes texturas e verificar
se ocorre associagdo entre o escore de identagdo dos graos visualmente avaliados e a
degradabilidade in situ da matéria seca (DISMS). Foram avaliadas progénies
oriundas do cruzamento entre a variedade Cristal de graos duros e a variedade
Cunha de graos dentados, previamente selecionadas para a dureza dos grios. As
progénies foram avaliadas com relagdo ao escore de identacdo por meio de uma
escala visual de notas variando de 1 (duro) a 5 (mole). Para a avaliagdo da DISMS
os graos foram cortados ao meio, pesados cinco gramas, colocados em saquinhos de
tecido “failet” e incubados no rimen, por 24 horas, em trés vacas portadoras de
canula ruminal. Foi constatado que hd variabilidade genética para a DISMS. A
herdabilidade do cardter em estudo foi de 46%, indicando ser possivel o sucesso
com a sele¢do. Nao ha associago entre o escore de identacdo e a porcentagem de
DISMS. Assim a avaliacdo visual nem sempre reflete a dureza per se dos grios, pois
o que se vé € o aspecto do pericarpo e nao a constitui¢do do endosperma.
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ABSTRACT

The present work aimed to assess genetic parameters of degradability in
maize grains with different textures and to verify whether there is an association
between grain indentation score and in situ dry matter degradability (DISMS). The
evaluation included progenies with different indentation scores and grain
degradability, resulting from the breeding between the varieties Cristal, flint grains,
and Cunha, dent grains, previously selected for grain hardness. The progenies were
evaluated as to indentation score through a visual scale of notes ranging from 1
(hard) to 5 (dent). To assess DISMS, grains were half cut, weighted five grams,
stored in a bag made of cloth 100% “failet”, and incubated for 24 hours in the rumen
of three bearer cows using a ruminal cannula. There was genetic variability among
DISMS. Heritability was 46%, indicating that a successful selection is possible.
Indentation score and DISMS showed no association; thus, visual evaluation per se
does not reflect the grain hardness since it indicates the pericarp appearance but not
the endosperm constitution.
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1 INTRODUCAO

Na regido do Sul de Minas, os agricultores mais tradicionais insistem em
utilizar variedades, apesar da grande disponibilidade no mercado de cultivares
hibridas mais produtivas. Essas variedades sdo utilizadas, predominantemente,
na alimentacdo animal, seja como silagem ou graos. H4 grande variagdo entre
elas, com relagdo a textura dos grdos. Existem algumas excessivamente duras,
como o milho Cristal e outras bastante moles, como a variedade Cunha.

Pesquisas recentes t€m aventado que cultivares de milho com graos
moles apresentam maior degradabilidade ruminal do amido e da matéria seca
que cultivares com grdos duros (Pereira et al., 2004; Ngonyamo-Majee et al.,
2008).

Progénies diferindo na dureza e, provavelmente, na degradabilidade dos
grdos, podem ser obtidas a partir do cruzamento entre as cultivares Cristal e
Cunha, contribuindo para a elucidacio de pardmetros importantes para sucesso
nos programas de melhoramento de milho, graos com textura favordvel.

Diante do exposto, os objetivos desse trabalho foram obter estimativa
dos parametros genéticos da degradabilidade de grdos de milho e verificar se
ocorre associacao entre o escore de identagdo dos graos visualmente avaliados e

a degradabilidade in sifu da matéria seca.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido, no periodo de setembro de 2006 a julho
de 2008, nos departamentos de Biologia e de Zootecnia da Universidade Federal
de Lavras. O municipio de Lavras, Minas Gerais, encontra-se a 918 metros de
altitude média, nas coordenadas 21°45’S de latitude e 45°00’W de longitude.

Foram utilizadas duas variedades de milho, Cristal e Cunha,
contrastantes na dureza dos grios e que nio segregam para o cardter em questdo
(Tabela 1). Na safra 2006/07, cerca de 50 plantas de cada uma das variedades
foram cruzadas para a obtencdo das sementes F;. As sementes obtidas a partir
desse cruzamento foram semeadas em fevereiro de 2007 e autofecundadas para a
obtencdo das sementes F,. No final do mesmo ano, as sementes F, foram
autofecundadas e as espigas foram colhidas individualmente, obtendo-se as
progénies F,.3, no que se refere ao embrido e ao endosperma.

Uma amostra das sementes da regido central da espiga de cada um dos
genitores e das 158 progénies F,; foi o material experimental utilizado no
presente trabalho. As amostras foram armazenadas com, aproximadamente, 13%

de teor de umidade.

TABELA 1 Caracteristicas das cultivares de milho utilizadas para a avaliacio da
degradabilidade in situ da matéria seca. UFLA, Lavras, MG, 2009.

Caracteristica Cristal Cunha
Cor branco amarelo
Formato arredondado achatado
Densidade alta baixa
Identagdo ausente presente
Vitreosidade alta baixa

A partir dessas amostras foi avaliado o escore de identagdo dos graos,
utilizando-se uma escala de notas variando de 1 a 5, em que 1 refere-se ao grao

totalmente sem identagdo, com extremidade superior arredondada e lisa e 5 ao
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grdo com presenca marcante de identagdo, apresentando extremidade superior
enrugada. E importante salientar que, dentro da amostra, ndio ocorreu variagio
aparente no que se refere ao escore de identacdo dos graos; essa variacdo foi
apenas verificada entre as progénies.

O outro cardter avaliado foi a degradabilidade in situ da matéria seca
(DISMS). Para isso, foi necessdrio, inicialmente, realizar um experimento
preliminar, a fim de verificar qual a melhor estratégia de avaliacdo da DISMS,
isto é, graos cortados ao meio ou moidos. Foram utilizados graos das variedades
Cristal e Cunha e, como testemunhas, o hibrido P30F33 (duro e sem identacio) e
a variedade Asteca (dentado e com identacao).

Os graos de cada tratamento foram cortados ao meio, com auxilio de um
“cortador de comprimidos” ou moifdos em moinho com peneira de 5 mm. Os
dados foram avaliados em um esquema fatorial 4 (cultivares) x 2 (forma de
processamento do grido), com 3 repeti¢oes.

Uma vaca fistulada da raga Jersey foi utilizada para a avaliagdo da
porcentagem de DISMS. Esse animal foi submetido a um periodo de adaptacdo
de 15 dias, no qual recebeu uma dieta a base de silagem de milho e fub4, com o
objetivo de obter boas condi¢des ruminais para a realizacdo do trabalho. A
mesma dieta foi mantida durante o periodo de incubacdo das amostras no
animal.

Foram pesados 5 gramas de milho, previamente secos em estufa, a 65°C,
por 72 horas e colocadas em um dessecador até a pesagem, para cada um dos
tratamentos. Em seguida, as amostras foram colocadas em saquinhos
confeccionados com tecido “faillet” (100% poliéster). A dimensdao dos
saquinhos foi de 9 x 15 cm, correspondendo a uma relagdo de 18,5 mg cm™. O
fechamento das bordas dos saquinhos foi feito por meio de solda obtida com o

uso de resisténcia elétrica (mdquina seladora). Seguinte ao fechamento, os
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saquinhos foram pesados em balancga analitica de precisdo e armazenados em
estufa até o momento de utilizagdo.

No dia da incubacio, os saquinhos foram colocados dentro de um saco
de fil6, com a adicdo de pesos para manté-los imersos no rimen. Posteriormente,
esses foram incubados no animal durante 24 horas. Retirados do rimen, os
saquinhos foram imediatamente colocados em dgua gelada, para a paralisa¢do do
processo de degradacdo da matéria seca. Os mesmos foram lavados, com leve
agitacdo, em sistema de tanque com roda giratéria por 10 minutos, renovando-se
a dgua constantemente até a mesma se apresentar transparente. Posteriormente,
foram levados a estufa, a 65°C, por 72 horas. Apés atingirem peso constante, 0s
saquinhos foram pesados.

Pela diferenca de peso entre essa pesagem e a efetuada antes de incubar
0s materiais, determinou-se a quantidade de matéria seca degradada no rdmen,
expressa em porcentagem de matéria seca degradavel.

Foi realizada a anélise de variincia, seguida pelo teste de Scott & Knott
(1974), a 5% de probabilidade, com auxilio do programa GENES (Cruz, 2001).

O seguinte modelo estatistico foi utilizado para a realizacdo da andlise:

Y, =m+ p, +e; emque: Y;: valor avaliado no i-ésimo tratamento na j-ésima
repetigdo, m: média geral, p,: efeito da i-€sima cultivar e e, . erro aleatério.

A partir da determinacdo da melhor forma de processamento, foi
realizado um segundo experimento, visando a determinacdo da DISMS. Como
material genético, foram utilizadas as variedades Cristal e Cunha, 158 progénies
F,; e quatro testemunhas; duas com graos tipo dentado (AG1051, AG5011) e
duas com graos duros (P30F33, XB8010). Graos da parte intermedidria dessas
espigas foram cortados longitudinalmente, em duas partes iguais, com auxilio de
um “cortador de comprimidos” e utilizados para a conduc¢do do ensaio de

DISMS. O preparo das amostras e dos animais, a conducio do experimento e o
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calculo da porcentagem de DISMS foram efetuados conforme descrito
anteriormente.

Foram utilizadas trés fémeas bovinas, duas da raga Jersey e uma da raca
Nelore, ndo lactantes, ndo gestantes e portadoras de canulas ruminais. As 158
progénies foram divididas em trés grupos, no momento da incubag¢do. No
primeiro e no segundo grupos, foram avaliadas 60 progénies e, no terceiro, 38
progénies e os 2 genitores. Quatro testemunhas, AG1051, AG5011, P30F33 e
XB8010, foram comuns a todos os experimentos. Tomou-se o cuidado de
colocar 0s mesmos tratamentos nos diferentes animais, a cada dia.

Os dados da porcentagem de matéria seca degraddvel foram submetidos
a uma andlise conjunta, em blocos ao acaso, com tratamentos comuns, com

auxilio do programa GENES (Cruz, 2001). O modelo estatistico utilizado esta

descrito a seguir: Yijk =m+tag+tp +vjg)tic+ (at)l-k +ejj; em que: Yy
valor observado no i-ésimo tratamento, na j-ésima repeticao do experimento k;
m: média geral; a;: efeito do k-ésimo experimento; p. efeito dos tratamentos
comuns € ndo comuns; Vj: efeito do j-€simo bloco dentro do k-ésimo
experimento; pix): efeito c-ésima progénie dentro do k-€simo experimento; #;:
efeito da i-ésima testemunha; (at),: efeito da interagdo entre tratamento comum
€ 0 experimento € e: erro aleatorio.

A partir das esperancas dos quadrados médios, estimou-se a varidncia
genética entre as progénies, os intervalos de confianca associados as estimativas
dos componentes de varidncia, a herdabilidade no sentido amplo na média das

progénies e os limites inferiores e superiores das estimativas de herdabilidade,

com confianca de 1 — o = 0,95 (Ramalho et al., 2005).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo da degradabilidade dos graos de milho maduros, o primeiro
questionamento € como avaliar os mesmos, isto €, grdos apenas cortados ao
meio ou moidos. Considerando que, neste experimento, o nimero de progénies a
serem avaliadas era muito grande, e pela dificuldade de obter todos os
tratamentos com mesma granulometria, optou-se por avaliar a degradabilidade
cortando-se apenas os graos ao meio. Desse modo, a comparagdo, pelo menos a
principio, seria mais uniforme.

Para verificar se essa estratégia era correta, inicialmente, foi realizado
um experimento preliminar em que foram avaliadas quatro cultivares, diferindo
no escore de identacdo dos graos. A degradabilidade foi avaliada nos graos
cortados ao meio ou moidos a 5 mm. Verificou-se, como era esperado, que a
degradabilidade in situ da matéria seca (DISMS) dos graos moidos foi superior a
obtida com grédos cortados ao meio (Tabela 2). Na média, os grdos moidos
degradaram 3,03 vezes mais que os graos cortados.

As diferentes formas de processamento do grao tém sido frequentemente
estudadas na literatura (Teixeira et al., 1996; Philippeau & Michalet-Doreau,
1998; Passini et al., 2004). Em todos os estudos, os autores concluiram que a
DISMS do grdo moido apresenta, como ocorreu neste trabalho, valores
superiores aos obtidos com graos quebrados.

A fragdo solivel da DISMS € igual, tanto para milho floculado quanto
para milho moido finamente, e esta tem menor valor quando os grdos sdo
quebrados (Lykos & Varga, 1995). A moagem dos graos aumenta a superficie de
acdo das enzimas digestivas, melhorando a digestibilidade dos nutrientes
(Monticelli et al., 1996). Assim, quando o grido é moido, as diferencas sdo mais
dificeis de serem detectadas do que quando cortados ao meio ou somente

quebrados.
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TABELA 2 Porcentagem média de degradabilidade in sifu da matéria seca para
grdos cortados ao meio e moidos a 5 mm. UFLA, Lavras, MG,

2009.
Tratamentos % DISMS™
Graos cortados ao meio Grios moidos a 5 mm

Cristal 10,06 a 37,77a
P30F33 11,37 a 35,97a
Cunha 14,44 b 44,97b
Asteca 16,22 b 39,03a
Média 13,02 39,44

*Médias com letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, ao
nivel de significancia de 5%.

Entretanto, a classificacdo da DISMS praticamente ndo diferiu entre as
cultivares nas diferentes formas de processamento do grdo (Tabela 2). Ela foi
superior para a variedade Cunha e inferior para a variedade Cristal e para o
hibrido P30F33. Desse modo, as diferengcas observadas entre as progénies no
presente trabalho, cortando os grdos ao meio, devem refletir a variacdo
genotipica na DISMS.

Nesse contexto, McAllister et al. (1993) e Philippeau et al. (2000)
comentaram que a composicdo quimica do amido de graos de milho interfere em
sua disponibilidade para hidrélise enzimatica do rimen. Esses mesmos autores
afirmam que as variagdes na degrada¢do ruminal do amido em milhos de
diferentes vitreosidades estdo estreitamente relacionadas com a distribuicdo de
proteina no endosperma. Com isso, graos de milho cortados ao meio sdo mais
eficientes em separar os diferentes gendtipos, pois permitem aflorar as
diferengas relacionadas a dureza dos mesmos, devido & menor separagdo dos
granulos de amido da matriz proteica. Ao contrdrio, em grdos moidos, os
granulos de amido ficam menos protegidos pela matriz proteica e,
consequentemente, mais disponiveis para a atuagdo dos microrganismos no
rimen.

A umidade dos grdos também pode afetar a degradabilidade (Correa et

al., 2003; Pereira et al., 2004). Entretanto, como, no trabalho, foram utilizados
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grdos secos e as espigas foram todas armazenadas com 13% de umidade, pode-
se inferir que ndo ocorreu diferenca entre os graos no que se refere a umidade.

O resumo da andlise de varidncia para a porcentagem de DISMS dos
genitores e das progénies, incubados por 24 horas, estd apresentado na Tabela 3.
A precisdo experimental avaliada pelo coeficiente de variacio foi boa

(CV=14,0%), semelhante a obtida por Gomes et al. (2004).

TABELA 3 Resumo da andlise de varidncia e estimativas da variincia genética
entre progénies (6,2, ) e da herdabilidade (h?) entre médias de

progénies para a porcentagem de degradabilidade in situ da matéria
de matéria seca, apds 24 horas de incubag¢do. UFLA, Lavras, MG,

2009.
Fonte de variacio Graus de liberdade Quadrado médio P
Vacas/experimento 6 1959154 <0,01
Experimento 2 48,0811 <0,01
Test x Exp 6 4,8688 0,47
Tratamentos Ajust 163 9,7619 <0,01
Entre pais 1 9,0528 0,19
Pais vs Progénies 1 0,0037 0,98
Entre progénies 157 10,0294 <0,01
Entre prog A 86 7,8850 1,50
Entre prog B 70 12,4670 2,38
pA vs pB 1 23,823 4,55
Entre Testemunha 3 7,4961 5,10
Test vs Prog 1 0,0082 3,60
Residuo 338 5,2343
Total 515 9,0509
Média 16,3
CV (%) 14,0
6,2, 1,60 (1,40 - 1,87) "
h? 46,82 (31,17 - 59,77) "

"'LI e LS — limites inferiores e superiores dos intervalos de confianca, a 5% de
probabilidade.

Como o nimero de progénies era grande, ndo foi possivel avaliar todas
simultaneamente em uma mesma vaca. Para evitar que fossem confundidas com

outros fatores, as prog€nies foram separadas em trés grupos e avaliadas na
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mesma vaca, com testemunhas comuns em cada dia. Houve diferenca
significativa (P<0,01) para as fontes de variacdo vaca/experimento e
experimento, sugerindo que os tratamentos tiveram comportamentos distintos
nos diferentes dias de incubac@o e nas vacas utilizadas. A diferenca observada
entre vacas era esperada, uma vez que hd variagdo genotipica entre os animais e,
assim sendo, a degradabilidade dos grdos ndo deve ser a mesma em todos os
animais avaliados. Gomes et al. (2004) também observaram diferenca
significativa para a fonte de variagdo vacas, ao estudar a DISMS em silagem de
milho.

Naio foi verificada diferenca significativa para a interac¢do testemunhas x
experimentos. Depreende-se que, apds o ajuste em relacdo as testemunhas, as
progénies foram comparadas em condi¢cdes semelhantes (Pimentel Gomes,
1987).

Constatou-se diferenca significativa (P<0,01) entre tratamentos. Na sua
decomposicao, o teste de F foi significativo para fonte de variagdo progénies e
pais. O contraste pais vs progénies ndo significativo sugere que o desempenho
médio dos pais foi semelhante ao desempenho médio das progénies. Também
ndo foi observada diferenca significativa para a fonte de varia¢do testemunhas,
ou seja, apesar de terem sido utilizados gendtipos com diferentes tipos de graos,
esses se comportaram de forma semelhante, no que diz respeito a DISMS. O
teste de F mostrou diferenga significativa para os pais, a P<0,19. Vale salientar
que o genitor Cunha, classificado como endosperma mole, apresentou
porcentagem de DISMS 16% superior ao do genitor Cristal.

Em principio, esse resultado corrobora com informagdes anteriores de
que o milho com endosperma mole tem maior degradabilidade. Flachowsky et
al. (1992) observaram que DISMS de griaos de milho, seis horas apds a
incubagdo, variou entre 352% e 56,9%, para grios duros e dentados,

respectivamente. Verbic et al. (1995) verificaram que a DISMS de gridos de
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milho variou de 71,7% (dentado) a 54,8% (duro). No trabalho realizado por
Philippeau & Michalet-Doreau (1998), a DISMS média foi de 55,8%, para graos
dentados e de 42,3% para graos duros.

Na comparagdo entre cultivares hibridas ou variedades de diferentes
origens, e diferindo no escore de identa¢do, nem sempre se pode afirmar, pelos
resultados, que a maior DISMS seja devido a dureza dos graos per se. Assim, as
inferéncias a respeito da associacdo entre dureza dos grios e DISMS € o
procedimento mais correto, pois, na média, a constituicio do endosperma deve
ser semelhante e a diferenca serd devido apenas a dureza dos graos.

Constataram-se, como jid mencionado, diferencas entre as progénies no
que se refere a DISMS (Figura 1). Praticamente, verifica-se que as médias das
progénies obedecem a uma distribui¢do normal, sugerindo que ha predominancia
de variancia aditiva, sobretudo se o nimero de genes envolvidos no controle do
cariter ndo for grande (Ramalho et al., 2008). Essa observacdo estd de acordo
com os resultados obtidos por Gomes et al. (2004) que, visando obter
informagdes sobre o controle genético da DISMS de silagens de linhagens de
milho, constatou predominincia dos efeitos aditivos.

A amplitude de variacdo de 11,95% foi 73,2% da média obtida,
permitindo inferir que a variacdo foi expressiva. Essa constatacdo pode ser

comprovada por meio de estimativa de variincia genética entre as progénies
AD .. .. . . . .
(O'p ), que foi diferente de zero, limite inferior da estimativa, com 95% de

probabilidade positiva (Tabela 2). Esses resultados permitem inferir sobre o

potencial a ser explorado para essa caracterfstica via selecdo.
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Nimero de progénies

11.99 1332 1465 1597 1730 1863 1995 2128 2261 2394
% DISMS

FIGURA 1 Distribui¢do de frequéncia da degradabilidade in sifu da matéria seca
no tempo de 24 horas de incubacgdo, de 158 progénies, com valor
minimo de 11,99% e maximo de 23,94%. UFLA, Lavras, MG, 2009.

Na literatura, hd relatos de variacdo entre cultivares de milho que,
embora em diferentes magnitudes, corroboram com esses resultados. Assim, por
exemplo, Ferret et al. (1997) encontraram valores de digestibilidade da matéria
seca variando de 58% a 76%. Silva et al. (1999) estudaram a degradabilidade in
situ do material ensilado de 49 hibridos de milho e encontraram valores entre
40,8% a 63,8%, para 24 horas de incubagdo. Fonseca (2000) verificou que a
porcentagem de degradabilidade efetiva variou de 47,57% a 58,46%. Jaeger et
al. (2006) avaliaram sete hibridos quanto a disponibilidade e digestibilidade da
matéria seca e verificaram que os valores variaram de 55,3% a 63,7%. Esses
resultados permitem inferir sobre o potencial a ser explorado para essa
caracteristica.

A estimativa da herdabilidade (h2?) obtida foi de 46,8% (Tabela 2). Os
intervalos de confianca possibilitam inferir que a h? é diferente de zero, limite

inferior positivo. Infelizmente, ndo foi encontrado nenhum relato, na literatura
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em que se avaliou a DISMS desse tipo de progénie, para que as estimativas de h?
pudessem ser comparadas. Gomes et al. (2004) obtiveram estimativas de h? de
80,4% para silagem de linhagens de milho. Como se observa, o valor é
praticamente o dobro do obtido neste trabalho. Deve ser real¢ado, contudo, que
essas estimativas ndo sdo diretamente compardveis, pois envolvem produtos
diferentes e tipos de progénies diferentes. Com linhagens, por exemplo, é
explorado o dobro da varidncia aditiva existente na popula¢do F,. No presente
caso, considerando que os pais sdo puros para dureza dos grdos, as progénies
avaliadas estavam na geracdo F,.;, quando se considera o endosperma e na F,,
quando se considera o pericarpo. Tendo como referéncia que € a constitui¢do do
endosperma que afeta a degradabilidade, foram utilizadas progénies F,.; Nessa
situacdo, é explorado 1024 + Y4 6?p em que o2, € a variincia genética aditiva e
6?%p € a variancia genética de dominancia.,

Outro importante fator a ser verificado € se a associacdo entre o escore
de identacdo dos grdos e a DISMS ¢é constatada também entre as progénies.
Antes da implantacdo do experimento de degradabilidade, as progénies foram
visualmente avaliadas com relacdo ao escore de identagdo dos graos. Foram
identificadas 21 progénies com nota 1; 19 com nota 2; 41 com nota 3; 34 com
nota 4 e 43 com nota 5.

A distribui¢cdo de frequéncia da DISMS das progénies, de acordo com o
escore de identagdo visualmente avaliado, € apresentada na Figura 2. Em
principio, os resultados observados evidenciam que nao hd uma relagcdo entre o
escore de identacdo e a DISMS, pois ha presenga de progénie com nota 1 (dura)
na classe de maior DISMS e com nota 5 (mole) em menores DISMS (Figura 2).
Observa-se, por exemplo, uma progénie com nota visual 1 e DISMS superior a
23% e trés progénies com nota 5 e valores menores que 12% de DISMS.

Comparando-se a frequéncia de distribuicdo separadamente para cada

nota de escore de identacdo, observa-se que houve distribuicio de progé€nies em
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todos os intervalos de DISMS, independente da nota (Figura 3). Para progénies
com notas 1 e 2, houve maior concentragdo no intervalo de 16%-17% de
DISMS. O mesmo resultado foi observado para nota 3, entretanto, nesse caso,
houve maior uniformidade na distribui¢do das progénies. Para as notas 4 e 5, as
progénies se concentraram no intervalo de 13%-15% de DISMS. Esses
resultados diferem dos existentes na literatura, como ja comentado, envolvendo

hibridos.

@ Nota 1 O Nota 2 l Nota 3 O Nota 4 B Nota 5

16

o 14 4

gﬁ 12 -

210 A

< 84

E 4

zZ 5.

04 . m m

1199 1332 1465 1597 1730 18.63 1995 2128 2261 23.94

% DISMS

FIGURA 2 Distribui¢do de frequéncia da degradabilidade in sifu da matéria seca
no tempo de 24 horas de incubacdo de 158 progé€nies em conjunto
para cada nota. UFLA, Lavras, MG, 2009.

82



8 10
6 8
6
4
4
2 2
0 0
11.99 13.32 14.65 15.97 17.30 18.63 19.95 21.28 22.6123.94 11.99 13.32 14.65 15.97 17.30 18.63 19.95 21.28 22.6123.94
% DIS MS %DISMS

[CRESIEN

12 15

10

8 10
5

11.99 13.32 14.65 15.97 17.30 18.63 19.95 21.28 22.6123.94 11.99 13.32 14.65 15.97 17.30 18.63 19.95 21.28 22.6123.94

%DISMS %DIS MS

11.99 13.32 14.65 15.97 17.30 18.63 19.95 21.28 22.6123.94

%DIS MS

FIGURA 3 Distribui¢do de frequéncia da degradabilidade in sifu da matéria seca

das 158 progénies separadamente para cada nota. UFLA, Lavras,
MG, 2009.

Resultados concordantes com esses foram apresentados por Rossi Junior
et al. (2006). Estes autores também ndo encontraram associacao entre a menor
dureza dos graos avaliada visualmente e a maior degradabilidade, ao avaliarem a
silagem de duas cultivares, sendo uma dentada e outra semidura, a uma altura de
corte de 20 cm. Resultado semelhante foi obtido por Ribas et al. (2007), ao
estudarem a digestibilidade da matéria seca in vitro de silagens de quatro
hibridos de milho, com diferentes graus de vitreosidade no grdo; para o hibrido

AG1051, a digestibilidade foi de 48,2% e, para o hibrido SHS4040, foi de
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47,2%. Contudo, hd indimeros outros relatos de que os milhos dentados
apresentam maior degradabilidade, como ja comentado (Flachowsky et al. 1992;
Verbic et al., 1995; Philippeau & Michalet-Doreau, 1998; Correa, 2001).

As empresas produtoras de sementes utilizam o método de escore de
identacdo para referir a classificagdo da textura dos graos. Entretanto, os
resultados encontrados no presente trabalho indicam que esse ndo ¢ um método
eficiente para associar textura com DISMS. Isto porque o que se observa é o
aspecto do pericarpo formado na fertilizacdo, que corresponde a parede do
ovario (Ramalho et al., 2008). Portanto, nem sempre pode refletir a verdadeira
constituicdo do endosperma que, na realidade, é o responsdvel pela maior ou
menor degradabilidade. Esse fato € particularmente expressivo quando se tem
um hibrido simples do cruzamento de duas linhagens que diferiram na dureza.
Na lavoura do agricultor, o pericarpo terd a constituicdo genética dos graos da
geracdo F,, isto é, todos os grdos terdo o mesmo aspecto, entretanto, o
endosperma e o embrido estardo na geracao F,, isto &, irdo segregar. Portanto, o
que se visualiza, em termos de dureza, nem sempre reflete a verdadeira
constitui¢do do endosperma. Assim, se as duas linhagens parentais nio diferirem
na dureza e no endosperma, serd obter resultados fidedignos da associacdo
dureza e degradabilidade.

Deve ser enfatizado que, quando os graos para avaliagcdo sdo colhidos de
experimentos em que se avaliam diferentes tipos de hibridos, as inferéncias sao
ainda menos fidedignas. Pois, nessa situag@o, os endospermas terdo 1/3 de sua

constitui¢do devido ao pélen, de origem desconhecida.
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4 CONCLUSOES

Ha variabilidade genética para a degradabilidade in sifu da matéria

seca dos graos de milho.

A herdabilidade da degradabilidade in situ da matéria seca foi de
46%, resultado que indica ser possivel o sucesso com a selegdo,
desde que se tenha maior rigor experimental na avaliagdo das

progénies.

Nao ha associag@o entre a avaliagdo do escore de identagdo dos

grdos e a degradabilidade in situ da matéria seca.
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