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ABSTRACT

HETEROSISTO GRAIN PROTEIN CONTENT IN CROSSES
AMONG MAIZE POPULATIONSDERIVED
FROM COMMERCIAL HYBRIDS

Oneof thegreatest concerns on maize breeding throughout
the years has been to increase production without reducing
nutritional quality. The present study aims to evaluate F, maize
populations with normal endosperm and their crosses, asrelated
to total grain protein content and determining heterosis and its
components. The method used for protein content determination
was proposed by AOAC " Official methods of analysis', adapted
and used by CIMMYT (International Center for Maize and
Wheat Breeding). The statistical diallelic analysis of data was
carried out through the Gardner and Eberhart'smodel 1V (1966).
The fundamental operation for parameter estimation as well as
for sums of squares calculation was the ordinary minimum
sguares. It was observed significancefor all effectsof the adopted
model. For thetrait total grain protein content, the best genitors
were AG-6690 and ZN-8486, and the best hybrid combination
was P30K75 x AG-6016.

RESUMO

Uma das maiores preocupacdes do melhoramento
genético do milho, aolongo dosanos, foi aumentar sua produgo,
sem diminuir sua qualidade nutricional. Este trabal ho objetivou
avaliar populagdes F, de milho com endosperma normal e seus
cruzamentos, quanto ao teor de proteina total, determinando-se
a heterose e seus componentes. A metodol ogia utilizada para as
determinagdes da proteinatotal no gréo foi aguelapropostapela
AOAC "official methods of analysis', a qual foi adaptada e
adotadapelo CIMMY T (Centro Internacional de Melhoramento
de Milho e Trigo). A andlise estatistica dos dados foi realizada
pelo modelo IV de Gardner & Eberhart (1966), para andlise de
cruzamentosdia élicos. A operagdo fundamental paraestimacéo
dos parametros, bem como para cél cul o das somas de quadrados,
foi adeterminacdo de quadrados minimos ordinarios. Observou-
se significancia para todos os efeitos do modelo adotado.
Destacaram-se, para o caréter teor de proteina total no gréo, os
genitores AG-6690 e ZN-8486, bem como acombinagdo hibrida
P30K75 x AG-6016.

KEY-WORDS: Protein content; corn; normal endosperm; diallel
Crosses.

INTRODUGCAO

Os gréos de milho possuem inimeras utiliza-
¢Oes, tanto naformanatural como naindustrializada.
Em muitos paises em desenvol vimento, representam
parte importante na dieta humana, de forma que ndo
podem ser considerados apenas como fonte de
energia, pois também contribuem com uma por¢ao
importante de proteinas.

Outra utilizagdo de grande importancia dos
gréosdemilho ocorre naaimentacdo animal, especial-
mente de aves e suinos, pois esses dois setores, juntos,

PALAVRAS-CHAVE: Proteinatotal; milho; endospermanormd,;
cruzamento dialélico.

consomem quase 90% dasragfes produzidasno Brasil
(Anfar/Sindiragdes 1999). Dessaforma, grande parte
do esforgo agricolabrasileiro destina-se aalimentagéo
de aves e suinos, os quais devem ser alimentados
com ingredientes que apresentem qualidade para
atender os mercados interno e externo.

De acordo com Mitellmann (2001), as aves e
suinos apresentam exigéncias quanto ao teor de
proteina e de aminoécidos, essenciais na dieta. Sua
suplementagdo pode representar custos adicionais,
umavez que a alimentacdo representaa maior parte
dos custos de producéo.
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Apesar do potencial que o milho apresenta
como fonte protéica, contendo cerca de 10% de
proteina na matéria seca do gréo, este cereal é
considerado um alimento energético para seres
humanos e animais monogastricos, gracas a sua
deficiénciaem aminoécidos essenciais, comolisinae
triptofano. Emborao milho sgja, predominantemente,
umafonte de energia, suaproteinaéimportante fonte
de aminoacidos, principalmente pelo fato desse
ingrediente representar, em média, 55% a 80% das
racOes de aves e suinos. Sendo assim, o desenvol-
vimento de variedades de milho, com maioresteores
de proteina e com um balanco adequado de
aminoacidos, permitiria a elevacdo do seu valor
nutritivo, sem prejuizo para o rendimento de gréos.
Isso representa um grande desafio a ser alcancado
pelo melhoramento genético dessa cultura.

Entretanto, através de monitoramento da
qualidadenutriciona do milho produzido nasafra1998/
1999, no Rio Grandedo Sul, realizado pelaEmbrapa
Suinos e Aves, em cooperacdo com a Emater-RS,
observou-se que haviaamastras de milho com teores
de proteina bruta variando de 5,18% a 11,16%
(Embrapa 1991).

Os teores de proteina so caracteres quanti-
tativos e acredita-se que exista um grande nimero
de genes envolvidos no seu controle. Dudley &
Lambert (1992) estimaram como sendo 173 o nimero
de genes afetando este caréter. Tanto efeitos aditivos,
como ndo aditivos, sdo importantes no controle do
carater. Alguns trabalhos tém demonstrado a
existénciadevariabilidade e apossibilidade de se obter
sucesso através da selecéo recorrente (Dudley 1977,
Misevic & Alexander 1989, Dudley & Lambert 1992,
Song et al. 1999).

As pesquisas visando ao melhoramento
nutricional do milho tornaram-se maisviéveiscom o
advento daengenhariagenética, bioquimicaebiologia
molecular. Entretanto, mesmo com o avango tec-
nol dgico dos Ultimos anos, tem-se percebido queda
na qualidade do milho brasileiro e, também, poucos
projetos buscando avaliar e melhorar a qualidade
nutricional do milho. A abordagem do melhoramento
da qualidade nutricional do milho de endosperma
normal tem grande potencial de sucesso, 0 que pode
impactar em aumento de rentabilidade, tanto paraos
pecuaristas como para os produtores de gréos.

O objetivo destetrabahofoi avaliar popul agbes
de milho de endospermanormal e seus cruzamentos,

Goiania, GO, Brasil — www.agro.ufg.br/pat
ISSN 1517-6398

guanto ao teor de proteina total nos graos, deter-
minando-se a heterose e seus componentes, como
subsidio parao melhoramento dessas popul agdes, no
que diz respeito aqualidade nutricional dosgréos.

MATERIAL E METODOS

O material experimental do presente trabalho
constituiu-se de quinze populagdes (geragéo F,),
derivadas de hibridos comerciais (Tabela 1). Além
desses genitores, foram também avaliadas as
geragOes F, de 99 dos cruzamentos biparentais entre
eles. Seis das combinagdes hibridas e um genitor
foram perdidos. As populagfes utilizadas neste
trabalho sfo parte de um dialelo de 23 populactes
desenvolvido por Pinto (2002).

As populagdes parentais e os hibridos foram
plantados na safra 2002/2003, na &rea experimental
da Escolade Agronomiae Engenhariade Alimentos
da UFG, localizada no municipio de Goiania-GO
(latitude 16°35'12" S, longitude49°21'14" W eadltitude
de 730 m).

Na realizac8o dos cruzamentos, seguiram-se
alguns procedimentos paraevitar que os materiais se
cruzassem ao acaso, ou que houvesse contami-
nagdes. Assim, encobriram-se as espigas, antes que
estas liberassem suas inflorescéncias, e repetiu-se
esse procedimento quando os penddes ja se
encontravam em intensa liberacdo de polen. Em
seguida, as plantas foram cruzadas artificialmente,

Tabela 1. Hibridos comerciais que originaram os materiais
utilizados nesta pesquisa.

M aterial Empresa ou marca comercial
1- C747 Braskalb

2- Aventis A-2601 Aventis

3- Agromen 3050 Agromen

4- P30K 75 Pioneer

5- AG-6016 Agroceres

6- AG-9010 Agroceres

7- Exceler Novartis Seeds

8- Agromen 2012 Agromen

9- SH-4040 Santa Helena Sementes
10- Traktor Novartis Seeds

11- DK-909 Dekalb

12- ZN-8392 Dow Agrocience

13- ZN-8486 Dow Agrocience

14- C-444 Braskalb

15- AG-6690 Agroceres
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plantaaplanta, dentro de cadalinha, sendo realizado
um nimero minimo de vinte polinizages. Esse
procedimento permitiu a renovacéo das popul agdes
parentais, fato importante, pois algumas popul agdes
j&apresentavam baixos niveis de germinagao.
Apobsacolheitaetriagem cuidadosados gréos,
foram retiradas amostras, ao acaso, das populacbes
parentais e dos hibridos, com o propdsito de verificar
o teor de proteina total nos gréos. Para isso, foram
utilizadas amostras de 100 g de grédos, de cada
material, com umidade uniforme, livres de insetos,
fungos, podriddes e outros danos mecanicos. As
sementes foram moidas em moinho tipo Willyee, em
seguida, fez-se atamizacdo, empregando-se peneira
com aberturade 0,42 mm (ABNT 40 ou Tyler 35). O
p6 assim obtido foi acondicionado em recipiente
plastico e armazenado em "freezer", até a execugéo
das andlises laboratoriais. Empregou-se o método
Kjeldahl (AOAC 1995) para determinacéo de
nitrogénio total, com conversao a proteina bruta por
meio do fator 6,25 (Villegaset al. 1985). Neste caso,
as determi-nagdes foram realizadas na matéria seca,
utilizando-setrésrepeticdes|aboratoriais por amostra.
O model o estatistico adotado foi 0 de Gardner
& Eberhart (1966), paradiaelo completo. Particula-
ridades deste modelo encontram-se descritas
detalhadamenteem MirandaFilho & Chaves(1996).
Como a tabela dialélica ndo foi completa (alguns
cruzamentos perdidos), paraseavaliar acontribuicéo
de cada fonte de variacdo para a variabilidade total
nos dados, optou-se pel o gjuste seqiiencia de model os.
Quatro model os (sub-maodel os do madel o original),
com inclusdo sucessiva de parametros associados a
cada fonte de variacéo, foram considerados. Suas
respectivas somas de quadrados (SQ) foram
calculadas pela formula: sQ=p4'x'y, com tantos
graus de liberdade quantos forem os parametros do
modelo considerado. Nesta expressdo, g é o vetor
com as estimativas de quadrados minimos dos
parametros do modelo, calculadas como
B =(X'X)"X'y, onde X é a matriz informagdo de
coeficientes dos efeitos do modelo e Y o vetor das
médias observadas. Assim, a soma de quadrados
relativa a cada fonte de variagdo, na andlise de
variancia, foi calculada peladiferencaentre assomas
de quadrados do model o, com inclusdo darespectiva
fonte e aguele reduzido para o0 mesmo efeito. Foi
estimada, ainda, a capacidade geral de combinacéo
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de cada genitor, correspondente ao método 4 de
Griffing (1956), utilizando-se a expressao:

g, =19, +h. Todos os célculos estatisticos foram

implementados no sistema computacional SAS
(Statistical Analysis System), por meio de seu
procedimento IML — Interactive Matrix Language
(SAS Institute 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise de variancia para a
variave teor de proteinatotal no gréo, obtidosdo gjuste
do modelo diaélico de Gardener & Eberhart (1966),
s80 apresentados na Tabela 2. Observa-se que houve
significancia para todos os efeitos do modelo. Tais
significancias indicam, de forma geral, que houve
diferencas genéticas entre os materiais analisados
paraesse teor de proteina. Portanto, observou-se que
os quadrados médios, associados aos efeitos de
genitores e de heterose para o carater, foram
significativos, evidenciando que os genitores ndo
constituem um grupo homogéneo. Como conse-
guéncia, houve manifestacdo da heterose em seus
cruzamentos. Em decorrénciado quadrado médio da
heterose ter sido significativo, este foi desdobrado

em: heterose média (h), heterose de genitores(p;) €
heterose especifica (s5;;).

Para todos os componentes da heterose,
detectaram-se efeitos significativamente diferentes
dezero. Deacordo com Brasil (1998), asignificancia
dos componentes de heterose evidencia que 0s
hibridos intervarietais ndo tiveram comportamentos
similares as variedades, para o cardter em questao, o
gue reflete a existéncia de dominancia no controle

Tabela2. Andlise devarianciapelo modelo de dialelo de Gardner
& Eberhart (1966), parateor de proteinatotal no gréo
(9/100g), em genitoresdemilho com endospermanormal
e suas combinagdes hibridas.

Fonte de Variacdo Grau de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 112 1,4546**
Variedades 13 9,6494**
Heterose 99 0,3785**
Heterose média (1) 1 0,0118**
Heterose de variedades () 13 0,2028+*
Heterose especifica ( 5ii) 85 0,4097**

0,0000023

Residuo/r * 224

Coeficiente de variago (%) 5,0595

1- Residuo daandlise de varianciaem nivel de médias, em que quadrado médio foi
dividido pelo nimero de repeti¢des.
**: valores significativos a 1% de probabilidade.
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genético do caréter. Sendo assim, a presenca de
efeitos significativos para a heterose indica que os
genitorestiveram comportamentos heterogéneos nos
cruzamentos.

A significancia de heterose média (Tabela 2)
indicou a existéncia de diferencas entre as médias
dos hibridos e dos genitores. De acordo com
Vencovsky (1970), asignificanciado quadrado médio
relativo a j detectaa existéncia de heterogeneidade
nos val ores das fregiiéncias génicas entre as popula
¢Oes. Ainda, segundo o0 mesmo autor, contribuiréo
mais para a heterose média aqueles locos que
apresentarem maior dominancia e para os quais as
variedades difiram mais nas freqiiéncias génicas.

35

Assignificancias de heterose de genitores(p,)
e heterose especifica( 5;,) indicaram que existe uma
variagdo suficiente nos efeitos heteroticos dos
cruzamentos. A heterose de genitores mede a
contribuicdo geral de cada um deles para os desvios
da heterose total, em relacdo a heterose média. Jaa
significancia da heterose especifica € um indicativo
de que existem diferencas suficientemente grandes
entre as freqiiéncias génicas médias de, pelo menos,
parte dos genitores ou graus de complementacdo de
suas frequéncias.

Asestimativas dos componentes que explicam
a heterogeneidade das médias na tabela dialélica
permitiramidentificar as popul agbes mai s promissoras

Tabela3. Matriz de médias (g/100) do teor de proteinatotal no gréo, em popul agdes de milho com endospermanormal (nadiagonal)

e seus cruzamentos (foradadiagonal).

GenGtipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 11,18 11,28 - 10,72 10,33 10,79 10,75 10,15 11,19 11,14 1049 1143 1154 10,79 10,19
2 11,21 10,74 10,81 11,36 10,83 10,75 10,71 11,27 10,15 957 1022 11,35 1159 11,44
3 9,78 10,93 10,31 10,19 10,01 10,62 1011 944 1014 10,90 - 1049 931
4 10,96 1225 946 1044 11,75 1067 1050 981 1097 983 1125 1132
5 - 1010 99 1052 1020 10,85 1094 1128 1094 11,78 1024
6 984 105 10,79 11,99 1081 98 1023 1022 1002 10,65
7 989 1057 1068 11,60 10,14 1054 1008 954 10,30
8 1011 1062 963 11,01 11,71 11,29 11,19 10,95
9 10,72 10,75 11,21 11,63 1069 898 9,90
10 10,04 9,74 - - - -
11 1045 10,79 11,39 109 1042
12 11,00 974 1097 11,90
13 11,44 1089 10,71
14 1115 11,95
15 11,98

Tabela4. Matriz das estimativas dos efeitos da heterose especifica(§;;), de variedades (), de heterose varietal (), dacapacidade

geral de combinaggo (§;), dasmédiasde variedades (1)* e heterose média(y)?, parao caréter teor de proteinatotal no gréo
(9/100 g), em popul agdes de milho com endospermanormal .

Gedtips 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 O h, 6
1 026 - -020 -061 020 020 083 034 051 -010 033 072 -015 066 048 -020 005
2 028 -018 034 017 013 -033 035 -055 -109 -095 046 058 052 051 -008 017
3 058 -007 016 003 020 -018 -063 011 037 - 012 -097 -092 008 -038
4 134 -1,00 -007 081 -015 -009 -074 -009 095 035 050 02 -005 009
5 048 -058 -045 -065 022 035 019 013 08 -060 -444 027 000
6 03 017 149 053 -038 -051 -024 -056 017 -08 042 -001
7 000 024 137 -004 -016 -034 -100 -014 -08 028 -012
8 026 -103 039 058 045 022 007 -059 093 063
9 021 072 063 -003 -18 -085 002 007 008
10 05 - - - - 06 030 -002
1 006 094 038 -007 -025 -0,19 -031
12 123 -012 09 031 028 043
13 008 000 074 -072 -035
14 111 046 -019 004
15 1,29 -120 056

L fI =10,6964; |, =-0,0643 (-0,60%).
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como parentais, para o programa de melhoramento.
As médias, bem como os componentes de médias,
relativos aos parametros estudados, estdo apre-
sentadas nas Tabelas 3 e 4. Uma observacéo
importante € que, como nestetrabalho foi utilizadaa
geragéo F,, as estimativas dos componentes de
heterose se reduzem a metade, isto €, a heterose é
maxima quando se utilizaageragdo F,. A utilizag&o
dageracéo F, € um fato interessante, porque estaé a
mesmadque os produtores agricolas colhem no campo
e, consequentemente, é essa semente que sera
utilizada, tanto para 0 consumo humano, como o
consumo animal.

Os resultados para o caréter teor de proteina
total das médias variaram muito, poisobservaram-se
osintervalosde 9,78 (9/100 g) 211,98 (g/100 g) para
osgenitores(diagonal databela3), ede 8,98 (9/100g)
a 12,25 (g/100 g) para os cruzamentos fora da
diagonal, com uma média geral de 10,78 (g/100 g).
Esses resultados sdo compativeis com 0s outros da
literatura, pois diversos autores citam que o teor de
proteinaem gréos de milhos normaisbrasileiros pode
variar de 8,68 /100 ga12,5g/100 g. Porém, valores
acima de 10,50 ¢g/100 g ndo sdo encontrados com
facilidade (Tosello & Geraldi 1980, Bellaver & Lima
1998, Limaet al. 2000, Mittelmann 2001).

As analises evidenciaram, ainda, que os
genitores 15 (A G-6690), com 11,98 ¢/100 g, e 13 (ZN-
8486), com 11,44 g/100 g, foram osde maioresval ores
médios, enquanto os genitores 3 (Agromen 3050),
com 9,78 g/100 g, e 6 (AG-9010), com 9,84 g/100 g,
foram osdevaloresmaisbaixos. Logo, as popul acdes
derivadas de AG-6690 e de ZN-8486 sé&o
consideradas as maisricas em proteinatotal (Tabela
3). JAamelhor combinagado foi proporcionada pelo
cruzamento 4 x 5, isto &, entre P30K 75 e AG-6016,
com 12,259 /100 g de proteinatotal. Oliveira(2004),
trabalhando com milho QPM, encontrou um valor
médio do teor de proteina de 11,40 g/100 g, na
variedade BR 473. O autor reporta que este valor é
superior aos encontrados por outros autores.

Para a escolha de compostos a serem sinteti-
zados, utilizaram-se os maiores val ores da capacidade
geral de combinacdo (Tabela 4). E interessante
ressaltar que esses compostos podem ser usados em
programas de melhoramento que visem a praticar
selecdo recorrente. Portanto, para o caréter teor de
proteina total no gréo, sugere-se a formagéo do
composto (2, 4, 8,9e12), cujamédiafoi 11,27 ¢/100g.
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Outro parametro de grande relevancia é a
heterose média, cuja significancia para a sua
estimativa reflete o potencial dos genitores em
combinagdes hibridas. Parao caréter teor de proteina
total, esse valor foi de -0,0643 (Tabela 4). Na
presenca desse resultado negativo, mesmo com um
valor relativamente baixo, percebe-se um decréscimo
de 0,60% no teor de proteina total, ou seja, ha certo
declinio no teor de proteinados gréos.

Pela andlise das estimativas dos efeitos de

genitores (y,), de heterose varietal (h;) e da
capacidade geral de combinacéo (§;), nota-se que
as estimativas desses efeitos variaram de forma
consideravel (Tabela4). Isso jahaviasido constatado
na andlise de variancia dialélica (Tabela 2). As
estimativas g, variaram de -0,92 g/100 g a 1,29 ¢/
100 g; h;, de-0,72 g/100 g 20,93 ¢/100 g; e g, de
-0,56 g/100 g a0,63 ¢/100 g.

Pelosvaloresde v, conclui-se que osgenitores
15 (AG-6690) e 13 (ZN-8486) apresentam maior
potencial de uso "per se". CombinacBes hibridasmais
heteréticas séo esperadas a partir dos genitores 8

(Agromen 2012) e 6 (AG-9010), cujosvaloresde h;
foram os de maior magnitude. Um dos objetivos do
melhoramento de plantas € encontrar combinacdes
hibridas entre genitores de bom potencial genético e
divergentes. Assim, as escolhas do genitor 15 (AG-
6690), pelo seu desempenho médio, e do genitor 8
(Agromen 2012), pela sua divergéncia em relagéo
aosdemaisgenitores, devem satisfazer aeste objetivo.
E interessante ressaltar que os valores positivos dos
efeitos de variedades e de heterose varietal foram
demagnitudes superiores ao encontrados por Oliveira
(2004), em milho QPM. Neste estudo, os valores de
¢; variaramentre 0,31 ¢/100g e 0,64 g/100 g, enquanto
osde h;, entre 0,49 /100 g 0,33 g/100 g. Estefato
reforgaa possibilidade de sucesso do melhoramento
do milho com endosperma normal, para teor de
proteinatotal no gréo.

Pelas estimativas da capacidade geral de
combinagéo, destacam-se os genitores: 8, Agromen
2012 (0,6329 ¢/100g); 12, ZN-8392(0,4314 /100 g);
2, Aventis A-2601 (0,1720 g/100 g); e 4, P30K75
(0,0850 g/100 g). Estes foram os que mais contri-
buiram, em ordem decrescente, paraaumentar o teor
de proteina total no gréo em combinagdes hibridas.
Assim, estes sdo potencialmente os melhores
parentais para o caréter. Isso decorre dos valores
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positivos do efeito de homozigotos e de heterose nas
médias dos cruzamentos em que esses genitores
participaram. E interessante ressaltar que a capaci-
dade geral de combinacdo (CGC) representa uma
boa aproximacao da contribuicéo de cada populagdo
na formacdo de compostos ou sintéticos (Miranda
Filho & Chaves 1991). Oliveira (2004) encontrou
valoresque variaram de 0,02 g/100 g a0,64 g/100 g,
em milho QPM. Esses valores, apesar de serem
praticamente iguais aos deste trabalho, devem ser
considerados em dobro para efeito de comparacéo,
poiso coeficiente condicional parahibridos, utilizado
no trabalho com QPM, foi 1, enquanto, no trabalho
atual, esse coeficiente condicional foi 0,5.

Asmaiores heteroses especificas, como pode-
se observar na Tabela 4, foram apresentadas pelos
cruzamentos 6 x 9 (1,49 g/100 g), 7 x 10 (1,37 g/100
0), 4x5(1,34 g/100 g), 11 x 13 (0,94 g/100 g). De
acordo com Vencovsky (1970), a significancia da
heterose especificaindica a existénciade diferencas
nas frequiéncias génicas médias de, pelo menos, parte
das variedades. Para as médias do teor de proteina
total no gréo (Tabela 3), as melhores combinacbes
hibridasforam: 4 x 5 (12,25 g/100g), 6 x 9 (11,99 ¢/
100 g) e 14 x 15 (11,95 g/100 g).

No Brasil, os estudos sobre qualidade nutri-
cional de milho encontram-se em fase incipiente,
especialmente no que se refere aos componentes de
heterose. Dessa forma, a andlise genética dessas
populacdes pode revelar populagdes base para a
formacao de compostos e sintéticosaserem incluidos
em programas de melhoramento.

CONCLUSOES

1. Existe diversidade genética entre as popul agdes
estudadas, com efeitos significativos de heterose
€ seus componentes.

2. Houve manifestacdo de heterose para o carater
teor de proteina total, indicando a existéncia de
dominéanciano seu controle genético, com heterose
médianegativa.

3. Gendtipos com el evados teores médios de proteina
foram identificados, indicando a possibilidade de
manipulagdo genética de certas popul agoes.

4. Os melhores genitores foram as populacdes
derivadas de AG-6690 e ZN-8486, e P30K75 x
AG-6016 foi amelhor combinacdo hibrida.
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