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RESUMO

CARDOSO, Wilton Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2007. Variabilidade de genétipos de milho quanto a composicao de
carotendides nos graos visando a biofortificagcdao. Orientador: Aluizio
Borém de Oliveira. Co-Orientadores: Maria Cristina Dias Paes e Jo&o Carlos
Cardoso Galvao.

A deficiéncia de vitamina A € a principal causa de cegueira no mundo,
atingindo aproximadamente 21% de todas as criangas, com maior numero de
afetados, em partes da Asia e da Africa. A biofortificagdo do milho com
carotendides pré-vitamina A, através do melhoramento genético, € uma
alternativa para diminuir essa deficiéncia, principalmente nos paises mais pobres.
O gréo de milho, que € um dos principais alimentos nas areas pobres e mais
atingidas pela hipovitaminose A, produz carotendides com variabilidade de teor e
perfil, o que possibilita o melhoramento. Os carotendides sao compostos
lipossoluveis encontrados nas plantas, microorganismos e alguns animais, e dos
600 tipos existentes, cerca de 50 carotendides possuem atividade pré-vitamina A.
Desses, o0 B-caroteno € o que apresenta a maior atividade, sendo o principal alvo
para o melhoramento. O objetivo desse trabalho foi a caracterizagdao de 134
genotipos quanto ao teor e perfil de carotendides, todos provenientes dos campos
experimentais e do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo, em
Sete Lagoas-MG, sendo composto por variedades e hibridos comerciais
provenientes de ensaio nacional, linhagens elites desenvolvidas para o programa
de biofortificagdo e outros acessos escolhidos devido a coloragdo amarelo-laranja
do endosperma. As andlises foram realizadas em duplicata, por método
espectrofotométrico, para quantificar o conteudo de carotendides totais,
carotenos, monohidroxilados e xantofilas. As variacbes para as seguintes
caracteristicas analisadas foram: carotendides totais (9,46 a 42,84 pg/g),
carotenos (0,88 a 4,93 pg/g), xantofilas monohidroxiladas (1,13 a 7,22 ug/g) e
xantofilas diidroxiladas (5,55 a 34,11 ug/g). A média de carotendides totais foi de
22,34 ug/g destacando-se a linhagem 541332 (42,84 ug/g). Para os carotenos a
média foi de 2,66 ug/g sendo a maior concentragdo encontrada para o BRS 1001

(4,93 ug/g); os materiais analisados apresentaram teores médios de



monohidroxilados e xantofilas de 3,88 e 16,93 ug/g, respectivamente, com
destaque para duas linhagens elite, a 540755 com 7,22 ug/g de monohidroxilados
e a 541312-1 com 34,11 pg/g de xantofilas. Considerando os resultados, em
comparagao com os valores normais para o grao de milho e outros reportados por
diversos autores, verifica-se que o germoplasma da Embrapa possui variabilidade
e potencial para geragdo de graos biofortificados, principalmente para total de
carotendides proé-vitamina A, podendo ser utilizado em programas de
melhoramento que visem o aumento da concentracdo desta caracteristica. Por
analise multivariada, os genétipos foram agrupados pelo método de Tocher em 18
grupos, tendo como medida de dissimilaridade a distancia euclidiana média,
confirmando que embora haja muitas semelhangas genéticas entre os materiais,
ha bastante variabilidade no germoplasma estudado. Para selegdo de gendtipos
destinados ao melhoramento, foram escolhidos os materiais de maior conteudo
de carotendides totais e carotenos e aqueles de grupos divergentes mostrados no
agrupamento de Tocher. Além disso, foi criado para cada gendtipo, pela diviséo
de suas propor¢des de monohidroxilados sobre carotenos e de xantofilas sobre os
monohidroxilados, dois indices, que indicavam tendéncia variada de gendtipos em
produzirem monohidroxilados e xantofilas. Assim, quatro idedtipos foram
estabelecidos levando em consideracdo os menores indices, maior conteudo de
carotendides totais e também maior proporcdo de carotenos. Estes quatro
idedtipos foram incorporados aos 134 gendtipos para geragdao de um
dendrograma, por meio de analise de agrupamento pelo Método de Ward. No
dendrograma foram identificados gendtipos no mesmo grupo dos idedtipos, sendo
selecionados como materiais promissores para o programa de biofortificagdo. Ao
final, dentre o germoplasma estudado, 20 linhagens elite foram identificadas para

o0 melhoramento visando o aumento no teor de pré-vitamina A no grao de milho.
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ABSTRACT

CARDOSO, Wilton Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December,
2007. Variability of maize genotypes for grain-carotenoid composition
aiming biofortification. Adviser: Aluizio Borém de Oliveira. Co-Advisers:
Maria Cristina Dias Paes and Jo&o Carlos Cardoso Galvao.

Vitamin A deficiency is the leading cause of blindness in the world, reaching
approximately 21% of all the mal nourished children, with the largest number of
affected kids in parts of Asia and Africa. Biofortification of the maize with
provitamin A carotenoids, through breeding, is an alternative to diminish this
deficiency, mainly in poor countries. The maize grain is one of main staple food in
poor areas reached by hipovitaminose A. Maize possess carotenoids with
variability in content and profile, what makes breeding a possibility. Carotenoids
are liposoluble compounds found in plants, microorganisms and some animals,
and of the 600 existing types, about 50 carotenoids possess provitamin A activity.
Of these substances, the B-carotene, is the main target for genetic improvement.
The objective of this work was the characterization of 134 maize genotypes for
carotenoids content and profile. All seeds came from the experimental fields and
the Active Gene Bank of Embrapa Milho and Sorgo, at Sete Lagoas, MG, Brazil.
The genotypes were commercial hybrids and varieties from national trials, inbred
lines developed by the Embrapa biofortification breeding program and other
accesses chosen due its yellow-orange endosperm color. The analyses were
carried out in duplicates by spectrophotometric method to quantify the content of
total carotenoids, carotenes, monohidroxylados and xanthophylls. The variations
for the following traits: total carotenoids (9.46 to 42.84 ug/g), carotenes (0.88 to
4.93 pg/g), xanthophylls monohidroxylated (1.13 to 7.22 pg/g) and xanthophylls
diidroxylated (5.55 to 34.11 ug/g). The average total carotenoid was 22.34 ug/g
and the inbred line 541332 averaged 42.84 ug/g. Carotene average was of 2.66
Mg/g, being the largest concentration found for BRS 1001 (4.93 pg/g); the
materials analyzed averaged monohidroxylated and xanthophylls levels of 3.88
and 16.93 gu/g, respectively, with prominence for two elite inbreds, 540755 with
7.22 pgl/g of monohidroxylated and 541312-1 with 34.11 pg/g of xanthophylls.

Comparing these results to ordinary averages it can be observed that the

Xii



Embrapa germplasma has good variability and high potential for development of
biofortified lines, mainly for total of carotenoids provitamin A. By multivariate
analysis, the genotypes were grouped by the Tocher method in 18 groups, having
as dissimilarity measure the average Euclidian distance. However, there are great
genetic similarities among the entries. For selection of genotypes for genetic
improvement, the materials were chosen for greater content of total carotenoids
and carotenes and those of divergent groups shown in the Tocher grouping. In
addition, for each genotype was established using the ratio
monohidroxylated/carotenes and xanthophylls/monohidroxylated, two indices, to
indicate tendencies to produce monohidroxilados and xanthophylls. Thus, four
ideotypes were established taking in consideration the lower indices, higher
contents of total carotenoids and also higher proportion of carotenes. These four
ideotypes were included with the 134 genotypes for generation of a dendrogram,
by the clustering method Ward. In the dendrogram was identified genotypes
clustered with the ideotypes, which were selected as promising entries a
biofortification breeding program. Finally, 20 elite inbred lines were also identified

for breeding for provitamin A content.
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1. INTRODUGCAO

A deficiéncia de vitamina A é a principal causa de cegueira no mundo,
atingindo aproximadamente 21% de todas as criangas, e com o maior numero de
afetados nos continentes asiatico e africano (WHO, 2002). A biofortificacdo de
alimentos basicos com substancias com atividade pré-vitamina A, onde o
problema é endémico, através do melhoramento genético de plantas, € apontada
como uma estratégia na diminuigdo desta deficiéncia, principalmente nos paises
mais pobres (HARVESTPLUS, 2007).

Cerca de 50 carotendides possuem atividade pré-vitamina A, destes, [3-
caroteno € o que apresenta maior atividade provitaminica, embora a-caroteno, -
criptoxantina e zeinoxantina apresentam também atividade provitaminica
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Por esta razdo, a biofortificacdo de espécies
agricolas por meio do melhoramento genético para aumento de substancias pro-
vitamina A é alvo dos cientistas (NUTTI, 2006; HARVESTPLUS, 2007).

No Brasil, teve inicio em 2004, o primeiro programa de melhoramento
genético de plantas com o objetivo de biofortificagdo, sendo o milho eleito como
planta alvo (NUTTI, 2006), por ser considerada uma espécie carotenogénica, ou
seja, produtor de carotenos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Nos milhos normais,
as concentragdes de carotendides totais variam de 0,15 a 33,11 ug/g, distribuidos
no endosperma do grao (KURILICH & JUVIK, 1999). As principais classes de
carotendides sao as xantofilas (luteina, [B-criptoxantina e zeaxantina) e os
carotenos (B-caroteno, a-caroteno e zeinoxantina), estando as primeiras em maior
propor¢ao no milho (90%). O B-caroteno encontra-se em pequena concentragao,
aproximadamente 5% do total de carotendides no grdo. Entretanto, a variabilidade
para o perfil de carotendides e suas concentragbes ja foi observada para
variedades e demais genoétipos de milho, 0 que sugere a possibilidade de
melhoramento para aumento do teor de carotenos (JANICK-BUCKNER et. al.,
1999; GOODWIN, 1980).

Para garantir a eficiéncia de um programa de melhoramento, torna-se
necessario o conhecimento detalhado da constituicao e diversidade genética das
espécies (BOREM & MIRANDA, 2005), pois, sem o conhecimento da
variabilidade e da sua interacdo com o ambiente, é bastante dificil a obtengao de



genotipos superiores. E para o sucesso do programa de melhoramento para
concentragdo de nutrientes, a selegdo dos genitores é fator primordial, sendo a
identificacdo dos mesmos dependentes da precisdo do processo de obtencao das
amostras e das analises realizadas.

Assim, pretende-se, com este trabalho, caracterizar genétipos (variedades
e hibridos comerciais, linhagens elites e acessos do Banco Ativo de
Germoplasma) de milho da Embrapa Milho e Sorgo para o perfil de carotendides
no grao e identificar geno6tipos com caracteristicas que possam ser utilizados em

programas de melhoramento para alto teor de pro-vitamina A.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Desnutricao e hipovitaminose A

A desnutricdo energético-protéica, as anemias, a hipovitaminose A e o
bocio sdo apontadas como as deficiéncias nutricionais de maior importancia
epidemiologica nos paises em desenvolvimento (BATISTA FILHO & RISSIN,
1993). Desde 1990, uma série de analises confirma que 50 a 70% de todas as
mortes de criangas, nos paises em desenvolvimento, sdo causadas direta ou
indiretamente pela fome e a desnutricdo (BRICE et al. 2003).

A deficiéncia da vitamina A, denominada hipovitaminose A, é definida como
baixas concentracdes de retinol no plasma, que resulta na diminuicdo da visdo em
criangas e adultos em muitas partes do mundo, tornando a causa principal da
cegueira adquirida na infancia (WHO, 2002). Criangas abaixo dos cinco anos de
idade e mulheres em idade reprodutiva estdo no grupo de mais elevado risco
desta deficiéncia e de suas consequéncias adversas a saude. No mundo,
aproximadamente 21% de todas as criangas sofrem da deficiéncia da vitamina A,
com a mais alta prevaléncia da deficiéncia, e com os maiores numeros afetados,
em partes da Asia, variando de 30% a 48%, e na Africa, com variacdes de 28% a
35% (WHO, 2002).

Até o final da década de 70, a maior atengao a caréncia de vitamina A era
concentrada nas manifestagcdes oculares da sindrome xeroftalmica, considerada a
principal causa de cegueira evitavel na infancia (DINIZ, 2001). No entanto, a partir
dos anos 80, tem sido demonstrada uma estreita relagdo entre a deficiéncia de
vitamina A e o aumento da morbimortalidade por doencgas infecciosas em criangas
(SOMMER, 1995). A falta de vitamina A tem como consequéncia a redugédo da
capacidade do sistema imunolégico das criangas contra infecgdes (BEATON et
al., 1993).

No Brasil, os estudos de prevaléncia tém demonstrado que a
hipovitaminose A é considerada um problema de saude publica na regido
Nordeste. Levantamentos realizados nos estados do Ceara, Paraiba,
Pernambuco e Bahia, no periodo de 1987 a 1997, mostraram prevaléncia entre

16% e 55% de niveis inadequados de retinol sérico em pré-escolares (SANTOS et



al.,1983; MCAULIFFE et al., 1991; FLORES et al., 1991; SANTOS et al., 1996).
Nos estados da Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte, sinais clinicos
oculares, como mancha de Bitot e cicatrizes corneais, foram diagnosticadas em
criangas na idade pré-escolar, sobretudo, durante a entressafra, periodo que
compreende os meses de setembro a dezembro, quando ocorre a mais severa
estiagem no semi-arido, comprometendo, sobremaneira, a produgéo, a oferta e o
consumo de alimentos (SANTOS et al.,, 1983; DINIZ & SANTOS, 2000). Tal
deficiéncia constitui ainda problema endémico em grandes espagos das regides
Norte, Nordeste e Sudeste (SANTOS et al., 1983; MCAULIFFE et al., 1991,
FLORES et al., 1991; SANTOS et al., 1996). Em outras regides, fora do eixo
tradicional de miséria do pais, tém sido encontradas cifras de prevaléncia
indicativas da hipovitaminose A como um preocupante problema de saude
publica, a exemplo do Rio de Janeiro (RAMALHO et al., 1998; RAMALHO et al.,
2000) e em algumas localidades de Sao Paulo (GONCALVES et al., 1995).
Nessas areas, niveis de retinol abaixo do limite da normalidade chegam a 15% da
populacao (BRASIL, 2000).

Vérias ag¢des governamentais tém sido instituidas para reduzir esses
nameros, como o fornecimento de suplementos de vitaminas e minerais, além da
fortificagdo de alimentos com vitamina A, por meio de processamentos pos-
colheita. Entretanto, ha limitagbes para esses tipos de programas, devido ao fato
da hipovitaminose A estar concentrada em regides pobres ou em
desenvolvimento, sendo possivel que tanto os suplementos, quanto os alimentos
fortificados, ndo alcancem a maior parte da populacdo necessitada, devido a
sistemas de saude nado funcionais e insuficiente infra-estrutura “de mercado”
(APROVEITANDO, 2004).

2.2. Vitamina A

Vitamina A é a expressao genérica usada para descrever o retinol e todos
os carotenoides dietéticos que tém atividade biolégica de transretinol (GOMES et
al., 2005). As formas metabolicamente ativas incluem os correspondentes
aldeidos (retinal) e acido (acido retindico) do retinol (IOM, 2001). Sendo um
nutriente essencial a manuteng¢ao das fungdes fisioldégicas normais do organismo.

Dentre suas diversas funcdes, destacam-se aquelas ligadas ao crescimento, a



reprodugao, ao desenvolvimento fetal, a fungdo imunolégica e a integridade do
globo ocular (SOMMER, 1995; DIMENSTEIN, 1999), sendo, portanto, um
micronutriente essencial para a saude. Por sua acdo sobre o desenvolvimento
embrionario e na diferenciagao normal de tecidos epiteliais, a vitamina A torna-se
fundamental em periodos de crescimento e desenvolvimento, como na gestacgao e
na lactagao (AZAIS-BRAESCO & PASCAL, 2000).

Nos alimentos de origem animal, como carne, leite e derivados, a vitamina
A é encontrada como retinol, e nos vegetais como o milho (amarelo-alaranjado),
frutas, brocolis e batata doce ela é presente como carotendides pro-vitamina A
(SOUZA & VILAS BOAS, 2002; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

2.3. O milho

O milho (Zea mays L.) € uma espécie da familia das Gramineae/Poaceae
(MAGALHAES et al., 2002), originaria das Ameéricas, provavelmente do México,
tendo sido domesticada nos ultimos oito mil anos. Os povos primitivos que
habitavam a Ameérica Central conseguiram domesticar o milho e ao mesmo
tempo, por selegéo, produzir um grande numero de ragas (SALVADOR, 1997;
FANCELLI, 1982).

O milho faz parte da revolucédo verde, sendo uma das culturas que mais
cresceu em produtividade e expansdo agricola no mundo nas ultimas décadas,
em grande parte devido ao melhoramento genético (CONWAY, 2003).

Nos dias atuais, o milho é a espécie mais plantada no mundo e a segunda
mais consumida, perdendo apenas para o trigo (ABIMILHO, 2006). O consumo de
milho & muito expressivo na Africa e na América Latina. Dos trinta e trés paises
com mais alto consumo de milho, dezesseis estdo na Africa, onde o consumo de
milho responde por pelo menos 25% do total de calorias da dieta, podendo chegar
a mais de 50%, em paises como a Zambia e Malawi. Na América Latina e em
paises como México e a Guatemala, 40% do total de calorias diarias sao
provenientes do milho (MCCANN, 2001). No Brasil, a populagdo da regido
Nordeste apresenta um consumo anual de aproximadamente 10,9 kg per capita
de produtos a base de milho, sendo 40% maior que a média nacional, 7,7 kg
(IBGE, 2005). A aquisicao de derivados do milho per capita anual nos domicilios

localizados na zona rural € ainda mais expressiva. A zona rural da regido Sudeste



(31,2 kg/pessoa/ano) € a maior consumidora de milho e derivados (IBGE, 2003),
seguida pela zona rural da regido Nordeste (19,6 kg/pessoa/ano). Entretanto,
somente cerca de 20% do milho consumido nas zonas rurais na regido Nordeste
€ de producgao propria, o restante € obtido de forma monetaria (IBGE, 2003).
Esses dados confirmam que o milho € uma das mais importantes fontes
alimentares da regido Nordeste e também nas zonas rurais do Brasil.

A importancia econdmica do milho € caracterizada pelas diversas formas
de sua utilizacdo, sendo consumido desde a alimentagdo animal até a industria de
alta tecnologia. Na realidade, o uso do milho em grao como alimentagao animal
representa a maior parte do consumo desse cereal, isto &, cerca de 70% no
mundo. Nos Estados Unidos, cerca de 50% ¢é destinado a esse fim, enquanto que
no Brasil este percentual varia de 60 a 80%, dependendo da estimativa e do ano
analisado (DUARTE, 2001).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, e produziu em 2006,
cerca de 41 mil toneladas de milho (CONAB, 2006). Desse total, apenas cerca de
1,6% da producéo foi destinada ao consumo humano direto, cerca de 10% para
industria e o restante utilizado na alimentagéao animal (ABIMILHO, 2006).

Os derivados do milho sdao basicamente produzidos pela industria de
moagem, dividindo-se em moagem umida e a seco (LIMA, 1982). Os produtos da
moagem umida apresentam alto valor agregado, e geralmente, sdo destinados ao
reprocessamento por parte de outras industrias (LOPES, 1997). Por outro lado, a
moagem a seco € a que mais consome milho em grao, mas gera produtos de
baixo valor comercial, geralmente destinados ao consumo humano. Em 2006,
mais de 70% do milho utilizado pela industria foi processado por moagem a seco,
caracterizando este processo como 0 mais importante na producado de derivados
do milho (ABIMILHO, 2006).

A moagem a seco do milho integral produz o fuba comum e o farelo
(composto pelo pericarpo e a ponta dos grdos). Na moagem do milho
degerminado, além do gérmen e da casca previamente separados, obtém-se em
ordem decrescente de granulometria, a canjica, a canjiquinha, os grits, o fuba
grosso, o fuba fino (fuba degerminado) e o creme de milho (LIMA, 1982). Estes
produtos derivados do milho e outros como as farinhas de milho, flocos de milho e
xerém, obtidos do grao degerminado, sdo bastante apreciados na culinaria

brasileira, tendo participagao efetiva como componente basico na dieta alimentar



das camadas mais pobres da populacdo (MELO-FILHO & RICHETTI, 1997).
Dentre esses, o fuba de canjica € o mais consumido no Brasil, representando

cerca de 42% de consumo total dos produtos derivados de milho (IBGE, 2003).

2.4. Valor nutricional do milho

O grédo de milho apresenta grande variabilidade na estrutura e forma,
dividindo-se em sete grupos genéticos: tunicata (grédo coberto), everta (pipoca),
indurata (duro), indentata (dentado), amilacea (farinaceo), sacarata (doce) e
ceracea (ceroso) (FANCELLI, 1982).

Esse cereal € um alimento essencialmente energético, uma vez que seus
graos sao constituidos basicamente de carboidratos, principalmente amido. No
entanto, o milho possui uma importante concentracédo de proteinas, cerca de 10%
(FUFA et al., 2003) e também é um dos cereais com maior teor de 6leo, cerca de
4,2% (WEBER, 1983). O grao de milho é composto por endosperma (82,3%),
embrido (gérmen) (11,5%), pericarpo (5,3%) e ponta (0,8%). Nessas partes sé&o
encontradas as proteinas, que em média representam 8,5% do endosperma,
18,5% do embrido, 5,0% do pericarpo e 9,1% da ponta (TOSELLO, 1987). As
proteinas do milho sdo consideradas de baixo valor bioldgico, devido aos baixos
teores de aminoacidos essenciais, lisina e triptofano (BRESSANI, 1991). A
descoberta do mutante opaco-2 (MERTZ et al. 1964), e de outros genes mutantes
para proteinas de alta qualidade nutricional, com maior quantidade de lisina e
triptofano, despertou inicialmente um acentuado entusiasmo entre pesquisadores
no mundo todo. Essa atividade, entretanto, declinou-se a medida que o milho
opaco-2 nao teve aceitagdo no mercado, em virtude de sua inferioridade
agrondmica; especificamente, associada a baixa produtividade e ao aspecto
farinaceo dos graos (ALEXANDER, 1988; MERTZ, 1994). Hoje, com o avango
nas pesquisas, mutantes modificados, conhecidos como milho QPM (Quality
Protein Maize), ja possuem boa produtividade e melhores caracteristicas
agrondmicas (RODRIGUES, 2000).

O milho possui cerca de 2,4 a 13,8% de lipidios, dependendo do tipo de
milho. A fragao lipidica deste cereal é composta principalmente por triglicérideos,
fosfolipidios, fitoesterois, tocoferdis (vitamina E) e carotendides (WHITE &

JOHNSON, 2003). O 6leo do milho se encontra basicamente no gérmen e é



constituido principalmente por acidos graxos insaturados, como oléico (25%) e
linoléico (59,7%) (DUNLAP et al., 1995). Outros nutrientes importantes no milho
sdo as fibras e os minerais, principalmente o fésforo, o potassio e o calcio (WHITE
& JOHNSON, 2003).

O milho, apesar da pequena concentracado de carotendides, é considerado
uma espécie carotenogénica, ou seja, fonte de carotendides (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001). Os principais carotenoides encontrados no gréo s&o classificados
como xantofilas (luteina, B-criptoxantina e zeaxantina) e os carotenos (B-caroteno,
0 a-caroteno e o [B-zeacaroteno) podendo variar entre variedades e gendtipos
(KURILICH & JUVIK, 1999). As xantofilas, luteina e zeaxantina, encontram-se em
maior concentragdo no grao (90%) enquanto o B-caroteno perfaz a menor
concentracéo (5%) (CABUELA, 1971). A distribuicdo dos carotendides no gréo
seco, no milho indentato, € 74 a 86% no endosperma vitreo, 9 a 23 % no
endosperma farinaceo, 2 a 4% no germe e 1% no farelo; sendo o endosperma
vitreo presente em maior proporgdo (46-54%) que o farinaceo (28 a 36%)
(BLESSIN et al.,, 1963). A quantidade de carotendides totais no grdao de milho
normal varia de 0,15 a 33,11 ug/g (KURILICH & JUVIK, 1999). Os carotendides
estao presentes nos amiloplastos do endosperma, sendo a maior quantidade de
xantofilas e pequenas quantidades de -caroteno (JANICK-BUCKNER et
al.,1999).

2.5. Carotendides

Os carotendides sdo uma familia de mais de 600 compostos lipossoluveis
encontrados nas plantas, sendo um dos principais compostos responsaveis pelas
cores de folha e frutos (BRITTON et al.,, 2004). Dentre algumas fungdes dos
carotendides na plantas, destacam-se aquelas relacionadas ao mecanismo de
fotossintese das plantas (absorvem luz e transferem energia para clorofila), ou
como antioxidantes naturais (inativam o oxigénio singlete gerado por excesso de
luz), atragdo visual (para polinizagdo e dispersao) e suas relacbes com a
germinacdo (producdo de acido abscisico (ABA) que controla a dorméncia)
(HOWITT & POGSON, 2006; BRITTON, 2005). Também sao encontrados em
tecidos nao fotossintéticos como raizes, flores, frutos, sementes e podlen

(BUCKNER et al., 1990). O grdao de milho contém carotendides em seu



endosperma, no entanto, sua fungdo nesta fragdo ainda nao foi esclarecida
(GOODWIN, 1980).

Os carotendides sao divididos em dois grupos: os hidrocarbonos,
chamados de carotenos e os que tém oxigénio na molécula, chamados de
xantofilas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Do total de carotendides existentes (Figura 1), somente 50 possuem
atividade provitaminica A. Dentre esses compostos, os mais encontrados na
plantas e plasma sanguineo sdo a-caroteno, B-caroteno e B-criptoxantina, sendo
0 primeiro o mais ativo quanto a atividade provitamina A, pois é formado por duas
moléculas de retinol ligadas. O a-caroteno e a B-criptoxantina possuem somente
uma molécula de retinol ligada a outra molécula, a qual ndo se relaciona a
atividade de pré-vitamina A (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; BRITTON et al., 2004).
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Figura 1: Estrutura quimica de alguns carotendides.

Os carotendides sao produzidos por plantas, microorganismos e alguns
animais (BRITTON, 2005). Sao metabdlitos secundarios, formados por
isoprendides (C5), derivados da via do melavonato (acido mevalbnico). Sao
polimeros C40 em conformacao linear, com potencial para um vasto numero de
isdmeros geomeétricos, podendo apresentar finais ciclicos, moléculas de oxigénio
e mudangas no nivel de hidrogénio. (AMBROSIO et al., 2006).

A Dbiossintese dos carotendides comega pela via do isoprendide,
melavonato dependente ou melavonato independente, gerando uma unidade de

isopreno C5, o isopentenil pirofosfato (IPP) (Figura 2). O IPP é condensado com o



isomero dimetilalil pirofosfato (DMAPP) para gerar uma unidade C10 geranil
pirofosfato (GPP), que é alongado para C15 farbesil pirofosfato (FPP). As
maiorias dos carotendides sdo sintetizados a partir do FPP por geranil-geranil
pirofosfato sintase (CstE), que geral o geranil geranil pirofosfato, resultando no
primeiro carotendide (C40) o fitoeno (CHENG, 2006).

ton Yf—cn,nm 2 qor
Aretain (C-) Isopentil prrofosfato (C.) Geranilpirofosfaio { C,o)
!
> A\ HybPP Z e
Ceranil geranil prrofosfaio {C-) Famesilpmrofosfato {C,-)

Fineno {Cy)

Figura 2: Parte inicial da via biossintética dos carotendides com a formagéo do

fitoeno.

Do fitoeno, depois de alguns passos metabdlicos, € gerado o licopeno, o
primeiro carotenoide colorido. A partir do licopeno sao produzidos os carotendides
com anéis ciclicos (Figura 3), seguindo até a formagdo dos carotendides

hidroxilados, as xantofilas.
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Figura 3: Via biossintética dos carotendides com a geragao de carotendides

ciclicos e as xantofilas.

Os carotendides sdo em grande parte, moléculas hidrofébicas e,
consequentemente, interagem com a parte lipofilica da célula. O sistema de
ligagcbes duplas alternadas com simples € uma das principais caracteristicas dos
carotendides, formando a parte central da molécula, uma cadeia de polieno
(AMBROSIO et al., 2006).

Os carotendides podem ser clivados por oxidagdao quimica ou bioldgica,
sendo gerados na degradac&o outros compostos de importéncia bioquimica para
plantas e microorganismos, como acido abscissico, bixina e a crocetina
(BRITTON, 2005).

Todas as principais fungdées dos carotendides estao ligadas ao sistema de
duplas ligagdes conjugadas: primeiramente, temos o croméforo, pois este sistema
absorve luz em comprimento de onda visivel, e por modificacdo de orbitais,
favorece uma intensa variedade de cores, como laranja, amarelo e vermelho.

Outra funcdo é a ativacdo das clorofilas. Durante a absorcdo de luz, os
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carotendides passam para um estado mais energético, ativando a clorofila para a
fotossintese (BRITTON, 2005). Em adicdo, devido a facilidade de absorver
energia mais prontamente, sdo favorecidos com ganho de energia de outros
compostos, evitando a formagao de oxigénio singlete, que é altamente reativo e
destrutivo para as células (BRITTON, 2005; PALOZZA e KRINSKY, 1992).

A cadeia de polieno dos carotendides € a parte mais importante da
molécula, visto que é altamente reativa, por ser um sistema rico em elétrons,
susceptivel ao ataque por reagentes eletrofilicos, sendo responsavel pelo poder
oxidante dos carotendides. Este poder de oxidagao traz beneficios, como a
interacdo com oxigénio singlete e as propriedades antioxidantes (PALOZZA &
KRINSKY, 1992; KRINSKY, 1989). No entanto, este poder de oxidacdo é o
principal responsavel pela degradagdo dos carotendides por oxigénio ou outros
radicais livres. In vivo, os carotendides sao estabilizados por proteinas e por
outras moléculas circunvizinhas, no entanto, eles estdo sujeitos a danos
oxidativos se forem expostos a espécies oxidativas ou radicais livres, sendo a
descoloragao, resultante da destruicdo do cromdforo, o indicativo usual para as
avarias nos carotendides (BRITTON, 2005). A mesma cadeia é causa da sua
instabilidade, tornando um desafio a preservacdo de carotendides durante
processamento e estocagem (RODRIGUEZ-AMAYA & KIMURA, 2004).

Entre os fatores que interferem na degradagdo de carotendides estao sua
estrutura, a quantidade de oxigénio disponivel, a atividade de agua, o grau de
luminosidade, a temperatura, o pH e a presenga de antioxidantes, prooxidantes,
acidos graxos e sulfitos. A quantidade de carotendides mantidas nos alimentos é
muito importante, pois favorecem sua disponibilidade, assim, exclusdo de
oxigénio, protecédo contra luz e baixa temperatura diminuem a decomposi¢ao de
carotendides durante estocagem (RODRIGUEZ-AMAYA & KIMURA, 2004).

2.6. Aspectos nutricionais dos carotendides

Carotendides, mesmo possuindo ou nao atividade prévitaminica A, tém-se
mostrado uteis a saude humana, uma vez que fortalecem o sistema imune e a
reducdo do risco de doengas degenerativas como o cancer e as doengas
cardiovasculares, além da prevencao da catarata e da degeneracdo macular
(KRINSKY, 1993; ASTROG, 1997; BURRI, 1997; OLSO, 1999). A agdo dos
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carotenodides contra as doencgas tem sido atribuida a propriedade antioxidante dos
mesmos, especificamente, a capacidade para ligar ao oxigénio singlete e interagir
com radicais livres (BRITTON, 2005; PALOZZA & KRINSKY, 1992).

Luteina e zeaxantina sao consideradas substancias protetoras contra
algumas doengas dos olhos. Esses dois nutrientes antioxidantes podem servir
como a unica fonte de protegao contra certas doengas dos olhos (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001, MOELLER et al., 2000). Estudos mostram que a suplementagéo
com alimentos ricos em luteina e zeaxantina tem a capacidade de aumentar a
concentracdo e a densidade do pigmento macular diminuindo a degeneragao
macular relacionada com a idade (HAMMOND et al., 1997), que afeta cerca de
10% das pessoas acima de 60 anos (BIOLOGIA, 2006). Estes dois compostos
sao encontrados em niveis aproximadamente 50% maiores em olhos normais do
que em olhos portadores de degeneragao macular relacionada a idade (DMRI)
(LANDRUM et al., 1997A). A luteina e zeaxantina concentram-se nos axdnios dos
fotorreceptores e interneurbnios da camada plexiforme interna da macula. Os
possiveis efeitos protetores dos carotendides sdo a absor¢cao dos comprimentos
de onda associados ao dano fotoquimico da retina sensorial e a remocédo dos
radicais livres e formas reativas de oxigénio geradas pela atividade metabdlica
(LANDRUM et al., 1997B).

Em estudos biolégicos tem sido demonstrado que o (B-caroteno, além de
possuir elevada atividade prévitaminica A, é inversamente relacionado com o
nivel de risco de cancer (DE STEFANI et al., 2000; DE LUCA & ROSS, 1996). O
consumo de [(-caroteno tem ainda significante efeito na reducédo de risco de
degeneragdo macular relacionado com a idade (AREDS, 2001).

O efeito protetor dos carotendides, em especial do [(-caroteno,
demonstrado em diferentes modelos experimentais in vitro e in vivo, tem sido
atribuido mais a uma agao do proprio pigmento do que dos retindides produzidos
a partir do seu metabolismo endégeno (NAVES & MORENO, 2000).

2.7. Biofortificagao do milho
A biofortificacdo é o aumento no conteudo de vitaminas e minerais nos
alimentos, através de melhoramento convencional ou da engenharia genética

(HARVEST PLUS, 2007). Esta tecnologia tem como vantagem o fato de poder ser
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distribuida aos beneficiarios por meio das sementes de espécies agrondmicas
utilizadas pela populagdo, permitindo que alimentos ricos em micronutrientes
sejam cultivados em propriedades familiares e se incorporem no sistema de
producao e no mercado de comunidades (APROVEITANDO, 2004).

A Dbiofortificagdo € embassada em principios cientificos sélidos, pois
levantamentos preliminares confirmam a existéncia de variabilidade genética,
elevada herdabilidade e estabilidade ambiental, além da manutencdo de alto
rendimento para os produtos com caracteristicas de alto teor de nutrientes
(APROVEITANDO, 2004).

No Brasil, teve inicio em 2004, o primeiro programa de melhoramento
genético de plantas com o objetivo de biofortificagdo, sendo o milho eleito como
uma das plantas alvo do programa da HarvestPlus (NUTTI, 2006).

HarvestPlus € um programa de desafio mundial do Grupo Consultivo
Internacional de Pesquisa em Agricultura (CGIAR). E coordenado pelo Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) e pelo Instituto Internacional de
Pesquisas de Politica Alimentar (IFPRI). HarvestPlus buscar reduzir a desnutricao
de micronutrientes da populacdo mais carente pelo aumento dos teores desse
nutrientes nas espécies agricolas de maior consumo, através do melhoramento
(HARVESTPLUS, 2007). Dentro das culturas agricolas escolhidas para o
aumento dos nutrientes como Ferro, o Zinco e a vitamina A, estdo o milho, o trigo,
o arroz, o feijao, a batata doce e a mandioca (HARVESTPLUS, 2007).

Alguns produtos biofortificados ja foram disponibilizados, tendo como
exemplos, o arroz “Golden Rice” (WELCH & GRAHAM, 2004) e as mandiocas
‘dourada” e “gema de ovo”, langadas recentemente pela Embrapa
(INFORMATIVO, 2005). Os programas de biofortificagdo do milho no mundo tém
focado no aumento do teor de carotendides para disponibilizar na dieta uma maior
quantidade de compostos pro-vitamina A, principalmente 3-caroteno, e também o
aumento dos teores dos minerais ferro e zinco (HARVEST PLUS, 2007).

As pesquisas e o desenvolvimento de linhagens de milho biofortificadas
com alto teor de carotendides estdo sendo direcionados as regides tropicais,
especialmente, variedades adaptadas para o plantio em semi-arido. Isto se deve
ao fato de que nessas regides, incluindo a regido Nordeste do Brasil, ha maior
prevaléncia de hipovitaminose A e o consumo humano de milho e derivados é

maior do que em outras regides. Outro fato relevante € a transferéncia de
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tecnologia, uma vez que as linhagens biofortificadas adaptadas para regides
tropicais do Brasil, podem ser utilizadas em outros continentes, como o Africano,
regidao do planeta mais atingida por deficiéncias nutricionais com condigdes
edafoclimaticas semelhantes ao do Nordeste brasileiro e onde o milho € muito
consumido.

O milho de alta qualidade protéica (QPM) tem sido priorizado como
plataforma para biofortificacdo, pois sua qualidade protéica é superior a do milho
comum, sendo vantajoso para a nutricdo humana (BATISTA FILHO & RISSIN,
1993), principalmente porque a deficiéncia energético-protéica influencia
negativamente a conversao de compostos proé-vitamina A, refletindo diretamente
em outras enfermidades nutricionais (PARVIN & SIVAKUMAR, 2000).

O efeito da variabilidade nos teores de carotendides no grao de milho tem
sido demonstrado tanto para quantidade e perfil de carotendides, assim como o
efeito materno para os niveis de carotendides (EGESEL et al., 2003; EGESEL et
al., 2004; KURILICH & JUVIK, 1999). Tendo sido reportado carotendides totais no
grao de milho normal de 0,15 a 33,11 pg/g (KURILICH & JUVIK, 1999). Em outro
estudo, variagdes na concentragao de carotenos no milho foram observadas com
média variando de 0,9 a 4,1 ug/g, e xantofilas de 18,6 a 48 ug/g, distribuidos no
endosperma do grédo (BLENSIN et al.,, 1963). Em regides temperadas ja foram
desenvolvidas algumas variedades com teores 60 ug/g e 15 ug/g de carotendides
totais e B-caroteno, respectivamente (STEVENS et al., 2006). Este teor para B-
caroteno é 8,5 vezes maior que aquele previamente relatado para as variedades
tradicionais, cuja concentracdo meédia de B-caroteno é de 1,6 ug/g. No Brasil,
algumas linhagens desenvolvidas pela Embrapa Milho e Sorgo, incluindo o milho
de alta qualidade protéica, ja foram avaliadas para a composi¢do desses
compostos, tendo sido observados valores médios de 37,2 ug/g de carotendides
totais e 4,3 pg/g de B-caroteno (PAES et al., 2006).

2.8. Diversidade genética e analise multivariada

Pode-se definir diversidade genética como a amplitude da variagao
genética existente para uma determinada espécie. Para garantir a eficiéncia de
um programa de melhoramento, € necessario um conhecimento detalhado da

constituicdo e diversidade genética das espécies, pois, sem o conhecimento da
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variabilidade e da sua interacdo com o ambiente, é bastante dificil a obtengao de
genotipos superiores (MILACH, 1998).

No caso do milho, acredita-se que a espécie possua aproximadamente
250 ragas (PATERNIANI & CAMPOS, 1999). Sabendo que dentro de cada raca
podem ser identificadas distintas variedades, conclui-se que a espécie Zea mays
L. possui grande variabilidade, que se deve principalmente a processos de
selecéo e hibridagao (WELLHAUSEN et al., 1952).

A divergéncia genética, além de assegurar o melhoramento numa
populagao, possibilita a exploragdo da heterose ou vigor hibrido que € definido
como a expressao genética dos efeitos benéficos da hibridagdo. Estudos tém
revelado que quanto maiores o0s contrastes genéticos entre os genitores
escolhidos para as hibridagdes, maiores chances de aparecerem efeitos
heteréticos nos descendentes (RONZELLI JUNIOR, 1996).

Uma forma de se estimar a divergéncia genética é por meio da associagao
de técnicas multivariadas, que envolve diversas técnicas analiticas, como
métodos de agrupamento, componentes principais e variaveis canbnicas, dentre
outras (CRUZ, 1990).

Tais alternativas tém como finalidade basica diminuir o numero de variaveis
e, por conseguinte, a simplificacdo na obteng¢do das distancias multivariadas. Sua
eficiéncia depende da quantidade de variacbes que essas novas variaveis
explicam, em relacdo as variagdes existentes nos caracteres originais
(VASCONCELOS, 1995). As analises rudimentares e exploratérias de dados
como os procedimentos graficos auxiliam, em geral, o entendimento da complexa
natureza da analise multivariada. Encontrar nos dados uma estrutura natural de

agrupamento é uma importante técnica exploratoria.

2.9. Técnicas de agrupamentos

As técnicas de agrupamento objetivam agrupar distintos individuos em
classes, de forma que os mais semelhantes permanegam na mesma classe. De
forma geral, o numero de classes ndo é conhecido inicialmente (MANLY, 1994).

Os métodos de aglomeragédo envolvem duas etapas. A primeira relaciona-

se com a estimativa de uma medida de similaridade (ou dissimilaridade) entre os
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individuos ou itens a serem agrupados. A segunda envolve a adogdao de uma
técnica de agrupamento para a formagao dos grupos.

Para realizacdo de tais técnicas, € necessaria a escolha de uma medida
que quantifique a semelhangca entre dois individuos. Tais medidas sao
denominadas coeficientes de similaridade, os quais podem ser divididos em duas
categorias: medidas de similaridade e medidas de dissimilaridade. No caso das
primeiras, quanto maiores os valores observados, mais parecidos s&o o0s
individuos; ja para as medidas de dissimilaridade, quanto maiores os valores,
menos parecidos sao os individuos.

Tendo o presente trabalho utilizado como medida de dissimilaridade a
distdncia Euclidiana média e como técnica de agrupamento os métodos
hierarquico de Ward e de otimizacdo de Tocher, apenas estes foram

contemplados na revisao.

2.9.1. Distancia Euclidiana Média

A Distancia Euclidiana entre dois objetos quaisquer é obtida por analogia
ao Teorema de Pitagoras, para um espago multidimensional, sendo equivalente
ao comprimento da hipotenusa do triangulo retangulo projetado.

Sejam X' = (X11X12:ee..X1p) € X', = (X21X22......X2p) observagdes entre
dois objetos (individuos). Ent&o, a distancia euclidiana entre eles é dada por:
d(X1.X2) = [(X11-Xa1) + (X12-Xaz) + ...t (Xp-Xop)]"2 = [(X1 - X2)* (X - Xp)]"2

A distdncia Euclidiana média é o somatdrio das distdncias entre dois

objetos, dividida pelo numero de objetos ou individuos:

i(X'-r - Xu()j

£l
dh,: =

P

2.9.2. Método hierarquico da variancia minima de Ward

Os agrupamentos hierarquicos sao realizados por sucessivas fusdes ou por
sucessivas divisdes.
Os meétodos hierarquicos aglomerativos iniciam com tantos grupos quanto

aos objetos, ou seja, cada objeto forma um agrupamento. Inicialmente, os objetos
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mais similares sao agrupados e fundidos formando um Unico grupo.
Eventualmente o processo é repetido, e com o decréscimo da similaridade, todos
0s subgrupos sdo fundidos, formando um grupo com todos os objetos. Os
métodos hierarquicos divisivos trabalham na diregdo oposta. Um unico subgrupo
inicial existe com todos os objetos e estes sdo subdivididos em dois subgrupos de
tal forma que exista o maximo de semelhanga entre os objetos dos mesmos
subgrupos e a maxima dissimilaridade entre elementos de subgrupos distintos.
Estes subgrupos sao posteriormente subdivididos em outros subgrupos
dissimilares. O processo € repetido até que haja tantos subgrupos quantos
objetos.

Como exemplo, temos os métodos hierarquicos aglomerativos (“Linkage
Methods”) como os métodos de ligagcdo simples (minima distancia ou vizinho mais
préximo), ligacado completa (maxima distancia ou vizinho mais distante), ligagcao
média (distancia média) e o método de Ward.

O método hierarquico da varidncia minima de Ward foi utilizado
originalmente para variaveis quantitativas, mas passou posteriormente a ser
utiizado também para variaveis qualitativas. O método minimiza a soma de
quadrados dentro dos grupos e maximiza a soma entre grupos. A estratégia de
Ward é um algoritmo que procura partigdes dos grupos préximos aqueles 6timos,
sendo que a estratégia ndo conduz necessariamente a particdo 6tima, mas, em

muitos casos a aproximagao sera considerada satisfatoéria na pratica.

2.9.3. Método de otimizacao de Tocher

Os métodos de otimizagao possuem como principio a formagao de grupos
de modo a promover a homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre
grupos. Para tal, é realizada a particdo do conjunto de individuos em subgrupos
mutuamente exclusivos por meio da maximizacdo ou minimizacdo de alguma
medida pré-definida.

Entre os métodos de otimizagdo, um dos mais empregados na area de
genética e melhoramento € o método de otimizacdo de Tocher (CRUZ e
CARNEIRO, 2003). Segundo Tocher, este método deve ser estabelecido pelo
critério de que os valores das distancias intragrupos sejam inferiores a quaisquer

distancias intergrupos.
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Por este método, é identificado o par de gendtipos que apresenta o menor

valor de distancia (d_.) na matriz de dissimilaridade, que formara o grupo inicial.

Em seguida, é avaliada a possibilidade de inclusdo de outros genoétipos nesse
grupo inicial. A entrada de um gendtipo num grupo aumenta o valor médio da
distancia intra-grupo. A inclusdo ou nao deste gendétipo no grupo sera permitida se
0 acréscimo no valor da distancia média intragrupo nao ultrapassar um valor
maximo permitido, que pode ser arbitrariamente estabelecido ou corresponder ao
valor maximo da medida de dissimilaridade (d.. ), obtido no conjunto de menores

distancias envolvendo cada par de individuos.
2.10. Componentes Principais

A analise de componentes principais esta relacionada com a explicacédo da
estrutura de covariancia por meio de poucas combinacdes lineares das variaveis
originais em estudo. Os objetivos dessa andlise sdo: i) redugdo da dimenséao
original; e ii) facilitacdo da interpretacdo das analises realizadas. Em geral, a
explicacdo de toda a variabilidade do sistema determinado por p variaveis sé
pode ser efetuada por p componentes principais. No entanto, uma grande parte
dessa variabilidade pode ser explicada por um numero r menor de componentes,
r<p.

O programa GENES (CRUZ, 2005) realiza a analise de componentes
principais a partir de dados padronizados ou n&o. Para a realizagdo da analise,
geralmente feita com dados padronizados, considera-se que Xij € a media
padronizada do j-ésimo carater (j = 1, 2,..., v) avaliado no i-ésimo gendtipo (i =1, 2, ...,
g) e R a matriz de covariancias ou de correlagdo entre esses caracteres (ou matriz de
correlagao fenotipica entre os caracteres baseada nos dados originais). A técnica dos

componentes principais consiste em transformar o conjunto de v variaveis
(Xi2Xi21+++1Xiv) em um novo conjunto (Yi1:Yi2:--+1Yiv), que sdo fungdes lineares
dos xj's e independentes entre si.

As seguintes propriedades sao verificadas:
Se Yi1 é um componente principal, entdo:

Yi1 = a1Xj1 tazXjo +...+ayXjy
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Se Yi2 é outro componente principal, ent&o:

Yi2 = DP1Xjp + Do Xjp +...+byXjy
Entre todos os componentes, Yil apresenta a maior variancia, Yi2 a segunda maior e
assim sucessivamente.

O calculo dos componentes principais foram feitos a partir dos dados originais ou

padronizados. Na padronizagao utilizou-se a transformacao
Xj= X/ Sy
Sendo Sy o desvio-padrao da variavel X.
Os componentes principais sdo uma técnica de analise intermediaria e,
portanto, ndo se constituem em um método final e conclusivo. Esse tipo de

analise se presta fundamentalmente como um passo intermediario em grandes

investigacoes cientificas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Genoétipos analisados quanto ao perfil de carotendides nos graos

Foi avaliado o perfil de carotendides de graos dos 134 gendtipos
desenvolvidos no programa de melhoramento genéticos de milho da Embrapa
Milho e Sorgo (Quadro 1 e anexo 1).

Os graos de cada gendtipo, com excegao dos acessos do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) do milho, foram obtidos na safra 2005/2006, sendo o plantio
de cada acesso realizado em area isoladas para protegcdo contra presenga de
graos de pdlen provenientes de outros acessos, nos campos experimentais da
Embrapa Milho e Sorgo, localizado a 12 km do municipio de Sete Lagoas, sob as
coordenadas 19° 28’ sul e 44°15’ 8’ oeste, e a altitude 732 metros ao nivel do
mar. Todos os procedimentos de manejo da cultura foram realizados conforme
recomendagdes técnicas da cultura milho da regido, a exemplo da adubagéao,
controle de pragas, doengas e plantas invasoras.

Os graos de milho dos acessos foram obtidos diretamente no BAG do
milho da Embrapa Milho e Sorgo, ja prontos para serem moidos. Os mesmos
foram selecionados pela maior intensidade da coloragdo amarelo-laranja dos

graos dentro da colegao nucleo do Banco.

3.2. Preparo das amostras

Todas as amostras de graos previamente identificadas foram moidas em
micro moinho, tipo ciclone MA 020 (MARCONI, Piracicaba - SP), acondicionadas
em frascos de vidro com tampa, envoltos em papel aluminio e armazenados no
freezer a -20°C no Laboratério de Qualidade de Graos e Forragens, Embrapa
Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, onde foram realizadas as analises quimicas.
Todos os cuidados foram tomados para protecdo das amostras contra luz e

choque térmico, tanto antes, como apos a moagem.
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Quadro 1. Gendtipos analisados para teor e perfil de carotendides. Distribuicéo

destes nas classes de origem: linhagens elite, variedades e hibridos comerciais,

acessos do BAG de milho.

99 linhagens elite
selecionadas
individualmente pela
coloragdo amarelo-
laranja do gréo para
serem analisadas
quanto ao teor e perfil

de carotendides.

540740-1 540764 540938 540972 541018 541034 541233-2
541332 541335 540685-1 540700-1 540707-1 540721-1
540723-1 540727-1 540736 540754 540755 540757 570759
540760-1 540763-1 540780-1 540800-1 540807 540808-1
540811 540814-1 540815 540817 540818-2 540819 540826-1
540838-1 540843-1 540845-2 540847 540848-1 540874-2
540878-1 540880-2 540886 540890 540893-2 540899-2
540903-2 540941-2 540942-2 540948-2 540962-1 540985
540986-1 540987 540992 540995-2 540998 541016-2
541028-1 541031 541032 541034-2 541051-1 541052-1
541055-1 541057-1 541069-2 541070-2 541072-2 541093-1
541099 541112-1 54114-1 541116-1 541117-2 541119-2
541120-1 541133-1 541157 541228-1 541234-1 541249-2
541270-2 541272-1 541274-1 541275-1 541276-1 541278-1
541307-1 541311 541312-1 541316-1 541323-1 541325-1
541330-2 541335-1 541337-1 541338-1 541339-1 541343-2

24 acessos pertencente
a colecdo nucleo do
banco ativo de
germoplasma (BAG) da
Embrapa Milho e Sorgo,
selecionados pela
coloragao amarelo-

laranja do endosperma.

CATETO SAO SIMAO CATETO SETE LAGOAS WP2
AMARELO DENT CMS01 MEZCLA AMARILLA AMARELO DE
PE A2 COMPOSTO RACIAL DENT. AMARELO | MAYA XV
MG Il CATETO BR 400 SUPERDOCE CATETO COLOMBIA
AZTECA IPA GIN | CATETO NORTISTA SANTA INES PIRA
006 SP 009 CMS AMARILLO DEL BAJIO PIRAPOCA
AMARELO PA 105 CMS 03 AMARILO CRISTALINO BA 130
PIRANAO UF 1 SC 014 RS 572 BA | CATETO (Rib. Preto)
4496

2 hibridos comerciais de
coloragdo laranja de

destaque agronémico.

BRS 2020 BRS 1001

9 variedades comerciais
provenientes do ensaio

nacional de 2006.

Missbes UFVM 100 BR 473 clll Fundacep 35 BR Sao
Francisco BRS Caatingueiro CMS 101 CMS 102 CMS 104
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3.3. Analise de carotenodides

A quantificagdo do teor de carotendides totais, carotenos e xantofilas
(monohidroxilados e  diidroxilados) foram realizadas por método
espectrofotométrico, de acordo com protocolo de RODRIGUEZ-AMAYA &
KIMURA (2004), em duplicata para todas as amostras. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotdmetro Cary 50 Conc UV-
Visible (VARIAN, Australia).

3.4. Analise estatistica dos dados

Os resultados das analises quimicas para os teores de teor de
carotendides totais, carotenos, monohidroxilados e xantofilas (diidroxilados),
expressos em ug/g (em base fresca), foram avaliados por analise multivariada
através de técnicas de agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher,
utiizando como medida de dissimilaridade a distancia Euclidiana Média. Os
resultados também foram analisados por meio dos componentes principais sendo
exposto em dispersao grafica, seguindo a formacao de grupos identificados pelo
agrupamento de Tocher. O meétodo hierarquico de Ward para agrupamento
também foi utilizado para compor as discussdes sobre os melhores gendtipos

para o programa de biofortificagéo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises dos carotendides totais e suas fragoes.

O resultado das analises de carotendides dos 134 gendtipos esta
apresentado na Tabela 1. Conforme pode-se observar, as variagcbes para as
seguintes caracteristicas analisadas foram: carotendides totais (9,46 a 42,84 ug/q)
e média 22,34 pg/g; carotenos (0,88 a 4,93 ug/g) e média 2,55 pg/g; xantofilas
monohidroxiladas (1,13 a 7,22) com meédia 3,86 pg/g e xantofilas diidroxiladas
(5,55 a 34,11) com média 16,88 pg/g.

Destes resultados pode-se destacar a linhagem 541332 a que apresentou
0 maior conteudo de carotendides totais (42,84 pg/g) seguido da linhagem
541312-1 (42,51ug/g). Estes valores sdo bastante elevados se comparados com
os valores médios das variedades brasileiras comerciais.

Em relagdo aos componentes analisados, observou-se médias superiores
para os seguintes genaotipos:

e Carotenos: BRS 1001 com a concentragao de 4,93 ug/g;
¢ Monohidroxilados: a linhagem 540755 com 7,22 ug/g; e
e Xantofilas: 541312-1 com a concentragéo de 34,11 ug/g.

DAOQD et al. (2003) relataram, em analises de cultivares hungaros, quanto
variacdo no conteudo de carotendides totais, de 7,54 a 28,5 ug/g. KURILICH &
JUVIK (1999) encontraram os valores variando de 0,15 a 33,11 ug/g em
germoplasma norte-americano. Dentro das classes dos materiais estudados
nesse trabalho, os que apresentaram os maiores conteudos de carotendides
totais, provéem das linhagens elites selecionadas para biofortificagdo, no entanto,
nos cultivares comerciais € nos acessos, 0os valores obtidos estdo dentro da
amplitude obtida por KURILICH & JUVIK (1999). Evidenciando o resultado
positivo conseguido pelo melhoramento e a selegédo pela cor. Em outro trabalho,
BURT et al. (2006) encontraram conteudos de carotendides totais em linhagens
obtidas para biofortificagdo variando de 43,6 a 88,3 ug/g.

O conteudo médio de caroteno foi de 2,55 ug/g, sendo a proporcdo média

de 11%. No entanto, os maiores valores de carotenos ndo foram obtidas das
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linhagens, mas de um hibrido simples comercial, o BRS 1001, seguido pelo BR
400 superdoce.

Os resultados médios para carotenos s&o semelhantes aqueles ja
reportados por outros pesquisadores. A Embrapa Milho e Sorgo em 2006
identificou uma linhagem elite com valor de 4,3 pug/g (PAES et al., 2006). MENKIR
et al. (2006) encontraram, na avaliagdo de matérias para biofortificagcdo, variagao
de 0,11 a 4,75 ug/g para R-caroteno. Embora haja diferenga entre os métodos
empregados, as substancias quantificadas, a fragdo carotenos e constituida
basicamente de [-caroteno, permitindo o paralelo entre os resultados dos
estudos.

Para a fracdo de xantofilas monohidroxiladas (monohidroxilados) que
também possuem atividade pré-vitamina A e por isso sdo importantes, apresentou
a média de 3,86 pg/lg (17,86 % de proporcdo média). Altos valores de
monohidroxilados s&o desejaveis para melhorar a quantidade de vitamina A no
milho, assim, um valor de 7,22 ug/g, pode ser entendido como um aumento de
carotendides pro-vitamina A em 100%. O aumento em carotenos, acompanhado
de um aumento de monohidroxilados, proporcionaria maior concentracido de
vitamina A no grao.

Alguns trabalhos avaliaram os conteudos de carotenos e, separadamente,
o total de carotendides provitamina A (carotenos + monohidroxilados), indicando
ser o material promissor. MENKIR et al. (2006) relatou o desenvolvimento de
hibridos com boa produtividade que apresentavam 7 ug/g de provitamina A. As
analises realizadas nesse trabalho permitiram identificar muitas linhagens com
conteudo superior a 7 ug/g de pro-vitamina A (carotenos + monohidroxilados), e

em alguns casos chegando a 11,3 pg/g.
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Tabela 1. Resultado das analises dos 134 gendtipos.

3 Carotenos Xantofilas Monohidroxilados Xantofilas Diidroxilados
GENOTIPOS ?ra’°t.e'l°'des Carotenos™ - como % de . higroxiladas  COMC % € pidroxiladas SO % d€
otais * ug/g Ve1[s] Carotendides * Carotendides « Carotendides
Totais Ho/g Totais Hg/g Totais (%)
540736 21,83+0,50 2,77 +0,10 12,70 3,41+0,05 15,63 15,64+0,65 71,67
540754 22,03+0,37 2,50+0,16 11,36 4,22+0,03 19,16 15,31+0,50 69,48
540755 28,29+** 2,71+** 9,59 7,22+** 25,51 18,36+** 64,90
540757 26,50+1,32 3,18+0,22 12,01 4,99+0,19 18,82 18,33+0,91 69,17
570759 32,06+** 2,16+** 6,74 5,77+ 17,99 24,13+ 75,27
540764 28,68+5,30 3,37+0,17 11,74 4,87+0,05 16,99 20,44+5,08 71,27
540807 24,01+0,10 3,11+0,07 12,95 4,85+0,00 20,20 16,05+0,04 66,85
540811 17,65+0,52 2,66+0,13 15,08 4,61+0,07 26,11 10,38+0,46 58,82
540815 27,12+0,04 2,49+0,07 9,19 5,44+0,01 20,06 19,18+0,03 70,74
540817 16,71+0,20 1,99+0,07 11,91 3,32+0,15 19,86 11,40+0,28 68,23
540819 15,89+ 0,20 1,52+0,04 9,54 2,13+0,01 13,40 12,25+0,23 77,06
540847 16,08+0,71 2,34+0,19 14,54 4,97+0,24 30,90 8,77+0,29 54,56
540886 12,67+ 0,60 1,21+0,05 9,53 1,44+0,04 11,33 10,03+0,50 79,14
540890 16,42+1,72 2,73+0,02 16,64 3,39+0,07 20,65 10,30+1,80 62,72
540938 28,45+1,30 2,17+0,18 8,87 3,60+0,65 14,77 21,86+1,60 76,37
540972 19,03+2,82 1,81+0,27 9,52 4,40+0,54 23,13 12,81+2,01 67,35
540985 21,93+1,11 2,59+0,32 11,79 2,65+0,11 12,06 16,70+0,90 76,15
540987 16,90+1,02 2,28+0,21 13,46 3,92+0,01 23,17 10,71+0,80 63,36
540992 20,34+0,78 3,27+0,13 16,10 6,59+0,01 32,38 10,48+0,67 51,52
540998 16,99+0,40 2,03+0,04 11,93 3,78+0,07 22,26 11,18+0,37 65,81
541018 22,27+1,10 1,98+0,04 8,91 3,68+0,03 16,53 16,61+1,10 74,56
541031 17,45+0,45 2,48+0,01 14,23 4,12+0,12 23,62 10,85+0,32 62,15
541032 21,55+1,02 2,47+0,02 11,44 5,13+0,30 23,81 13,96+0,74 64,76
541034 18,89+1,35 2,12+0,28 11,18 2,74+0,41 14,51 14,03+0,66 74,31
541099 33,45+0,86 3,41+0,05 10,20 5,35+0,38 16,00 24,69+0,43 73,80
541157 18,84+0,78 2,82+0,19 14,94 4,52+0,06 23,99 11,50+0,53+ 61,06
541311 24,45+1,17 2,56+0,03 10,47 3,72+0,26 15,22 18,17+0,87 74,31
541332 42,84+1,86 4,11+0,01 9,60 5,70+0,06 13,31 33,02+1,80 77,09
541335 37,00+0,42 3,28+0,01 8,86 5,87+0,11 15,85 27,86+0,51 75,29
540685-1 26,60+1,23 2,89+0,20 10,85 3,58+0,12 13,47 20,13+1,52 75,68
540700-1 21,31+0,15 2,22+0,29 10,40 4,87+0,02 22,83 14,23+0,46 66,77
540707-1 26,24+0,92 3,19+0,57 13,84 4,53+0,15 17,35 18,53+0,21 68,81
540721-1 19,44+0,17 2,97+0,30 15,27 5,83+0,39 30,01 10,64+0,52 54,72
540723-1 17,19+0,25 1,60+0,14 9,31 2,76+0,15 16,05 12,83+0,54 74,64
540727-1 38,97+0,49 4,35+0,35 11,17 6,95+0,80 17,84 27,66+0,66 70,99
540740-1 15,32+1,47 2,95+0,43 19,30 4,01+0,22 26,21 8,35+0,82 54,49
540760-1 18,29+0,84 1,40+0,19 7,66 2,50+0,16 13,69 14,39+0,48 78,65
540763-1 23,95+0,51 3,51+0,75 11,01 5,41+0,20 16,94 15,02+0,99 72,06
540780-1 32,67+2,04 3,54+0,05 10,85 6,67+0,36 20,43 22,45+1,73 68,73
540800-1 18,23+0,89 2,30+0,04 12,59 3,38+0,09 18,54 12,56+0,95 68,87
540808-1 23,42+0,19 2,84+0,05 12,14 4,30+0,29 18,36 16,28+0,44 69,50
540814-1 25,29+2,75 1,77+0,41 6,99 3,59+0,16 14,21 19,93+2,19 78,80
540818-2 20,88+0,35 2,46+0,00 11,76 3,44+0,26 16,49 14,98+0,09 71,74
540826-1 32,30+ 3,92+* 12,15 5,90+** 18,28 22,47+ 69,57
540838-1 20,56+0,56 2,57+0,20 12,51 4,57+0,22 22,22 13,42+0,13 65,27
540843-1 17,05+0,09 2,34+0,09 13,75 4,49+0,16 26,33 10,21+0,16 59,92
540845-2 10,83+0,39 1,06+0,00 9,83 3,05+0,05 28,21 6,71+0,33 61,96
540848-1 19,49+** 2,26+** 11,61 5,32+** 27,30 11,90+** 61,09
540874-2 26,19+0,67 3,75+0,09 14,31 5,44+0,12 20,79 17,00+0,64 64,90
540878-1 21,77+0,59 3,87+0,12 17,79 3,95+0,38 18,16 13,94+0,86 64,05
540880-2 20,46+1,26 2,69+0,02 13,15 2,74+0,05 13,41 15,02+1,34 73,45
540893-2 26,58+0,36 2,79+0,06 10,49 3,94+0,14 14,83 19,85+0,56 74,68
540899-2 24,84+0,03 2,58+0,13 10,41 4,11+0,18 16,54 18,14+0,34 73,05

* O valor é a média de duas replicatas + erro padrdo, expresso em base fresca. ** Amostra insuficiente para
replicata, dado correspondente a uma Unica analise.
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Continuacao Tabela 1. Resultado das analises dos 134 gendtipos.

. Carotenos Xantofilas Monohidroxilados Xantofilas Diidroxilados
" Carotendides Carotenos * como % de ] - como % de . ! como % de
GENOTIPOS Totais * ug/g Hglg Carotenodides monoflldroxﬂadas Carotendides D||d*r oxiladas Carotendides
Totais Hg/g Totais Hg/g Totais (%)

540903-2 26,10+0,14 2,92+0,04 11,17 3,72+0,57 14,24 19,46+0,75 74,59
540941-2 27,11+1,32 2,05+0,01 7,57 4,22+0,02 15,58 20,83+1,34 76,84
540942-2 20,24+** 1,23+ 6,06 2,69+ 13,27 16,33+** 80,67
540948-2 24,68+1,49 3,41+0,00 13,81 6,19+0,25 25,10 15,07+1,74 61,08
540962-1 22,34+0,84 2,18+0,12 9,74 3,53+0,09 15,81 16,63+1,05 74,45
540986-1 24,09+1,61 2,86+0,01 11,85 5,18+0,22 21,50 16,06+1,82 66,65
540995-2 16,33+0,70 2,69+0,05 16,49 4,26+0,24 26,10 9,37+0,41 57,41
541016-2 25,81+0,31 3,63+0,06 14,06 2,57+0,01 9,97 19,61+0,36 75,97
541028-1 15,82+0,12 2,53+0,41 16,02 3,70+0,61 23,39 9,59+1,13 60,59
541034-2 18,13+0,28 2,64+0,06 14,55 4,14+0,16 22,83 11,35+0,50 62,61
541051-1 35,15+1,68 3,83+0,25 10,90 4,49+0,22 12,77 26,83+1,70 76,34
541052-1 38,86+0,74 4,13+0,15 10,63 4,53+0,07 11,65 30,20+0,82 77,72
541055-1 39,37+1,91 3,92+0,15 9,96 5,20+0,35 13,21 30,25+1,41 76,83
541057-1 27,37+1,56 1,73+0,15 6,33 2,84+0,23 10,36 22,80+1,18 83,31
541069-2 27,13+0,85 4,19+0,02 15,44 4,81+0,10 17,75 18,1340,73 66,81
541070-2 25,29+1,83 3,69+0,03 14,57 5,87+0,09 23,21 15,74+1,96 62,22
541072-2 26,53+0,18 3,63+0,04 13,69 4,80+0,07 18,09 18,10+0,20 68,23
541093-1 29,37+1,06 4,29+0,11 14,60 5,30+0,36 18,04 19,79+0,81 67,36
5411121 20,33+0,52 3,14+0,12 15,43 2,80+0,18 13,77 14,39+0,22 70,81
541116-1 16,85+0,30 2,12+0,15 12,56 2,57+0,04 15,22 12,1740,19 72,22
541117-2 24,59+1,48 3,13+0,00 12,72 3,96+0,10 16,10 17,50+1,37 71,18
541119-2 22,12+0,07 1,79+0,04 8,09 3,88+0,11 17,53 16,45+0,08 74,38
541120-1 24,56+0,88 3,43+0,12 13,95 4,60+0,17 18,73 16,53+0,59 67,31
541133-1 20,39+1,18 2,80+0,00 13,73 4,69+0,13 23,01 12,90+1,05 63,27
541141 21,46+2,13 3,21+0,12 14,94 3,51+0,05 16,35 14,74+2,06 68,71
541228-1 27,79+2,14 3,65+0,39 13,12 3,80+0,37 13,66 20,34+1,38 73,22
541233-2 21,22+0,73 2,10+0,13 9,89 2,61+0,17 12,31 16,51+0,42 77,80
541234-1 29,75+0,59 3,42+0,07 11,49 4,50+0,26 15,11 21,83+0,26 73,39
541249-2 25,48+0,63 3,23+0,04 12,67 4,85+0,10 19,01 17,41140,48 68,32
541270-2 21,52+1,07 1,70+0,01 7,91 2,78+0,10 12,90 17,04+0,97 79,19
541272-1 19,77+0,43 2,06+0,36 10,43 2,65+0,14 13,38 15,0740,07 76,19
541274-1 19,92+0,26 2,13+0,03 10,69 3,06+0,03 15,36 14,73+0,26 73,95
541275-1 22,40+1,25 1,83+0,02 8,17 3,61+0,24 16,12 16,96+1,03 75,71
541276-1 22,20+0,03 1,67+0,10 7,52 3,29+0,36 14,81 17,24+0,49 77,67
541278-1 24,23+0,17 1,86+0,10 7,68 5,53+0,26 22,81 16,84+0,19 69,51
541307-1 23,13+0,31 2,68+0,04 11,60 3,52+0,16 15,21 16,93+0,11 73,19
5413121 42,51+0,55 3,44+0,05 8,10 4,96+0,19 11,66 34,11+0,31 80,24
541316-1 25,91+0,24 2,94+0,03 11,36 4,97+0,18 19,18 17,99+0,02 69,45
541323-1 25,11+0,72 3,42+0,09 13,61 5,67+0,18 22,57 16,02+0,62 63,82
541325-1 20,22+0,33 2,39+0,02 11,82 3,93+0,12 19,43 13,90+0,47 68,75
541330-2 15,92+0,37 3,00+0,39 18,81 2,01+0,02 12,61 10,92+0,78 68,58
541335-1 31,36+0,19 2,36+0,05 7,52 4,46+0,72 14,21 24,54+0,86 78,27
541337-1 28,03+0,88 3,47+0,07 12,38 5,31+0,02 18,95 19,25+0,92 68,68
541338-1 37,44+1,11 3,14+0,09 8,38 4,83+0,22 12,89 29,48+0,80 78,73
541339-1 37,35+1,10 3,62+0,28 9,70 4,65+0,38 12,45 29,07+0,44 77,84
541343-2 29,81+1,19 4,22+0,12 14,15 4,63+0,13 15,53 20,96+0,94 70,32
AMARELO DE PE A2 13,74+0,15 2,14+0,27 15,60 3,34+0,55 24,31 8,25+0,97 60,08
AZTECA IPA 11,09+0,23 1,13+0,12 10,23 1,57+0,11 14,15 4,19+0,15 75,62
BA 130 19,34+1,26 2,81+0,13 14,53 4,64+0,17 24,01 11,89+0,96 61,46
BA I Cateto (Rib. Preto) 4496 16,36+0,05 1,99+0,02 12,15 3,28+0,03 20,06 11,09+0,03 67,79
BR 400 SUPERDOCE 26,17+0,96 4,54+0,15 17,34 6,01+0,51 22,94 15,63+1,60 59,72
BR 473 clll 22,97+0,89 1,79+0,17 7,80 1,70+0,10 7,39 19,48+0,61 84,80
BR Sao Francisco 20,47+0,63 1,22+0,00 5,95 1,25+0,04 6,11 18,00+0,60 87,95

* O valor é a média de duas replicatas + erro padrao, expresso em base fresca. ** Amostra insuficiente para
replicata, dado correspondente a uma Unica analise.
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Continuacao Tabela 1. Resultado das analises dos 134 gendtipos.

. Carotenos Xantofilas Monohidroxilados Xantofilas Diidroxilados
% Carotenéides Carotenos * como % de ) . como % de A A como % de
GENOTIPOS Totais * pg/g Ha/g Carotendides monor:|dro><|ladas Carotenoides D||d*rOX|Iadas Carotenoides
Totais Ho/g Totais Ho/g Totais (%)
BRS 1001 30,95+0,78 4,93+0,12 15,91 4,45+0,09 14,39 21,57+0,80 69,69
BRS 2020 23,05+0,04 2,22+0,07 9,65 1,91+0,01 8,27 18,92+0,04 82,08
BRS Caatingueiro 23,33+0,19 1,17+0,05 5,02 1,30+0,02 5,59 20,85+0,16 89,39
CATETO COLOMBIA 14,10+0,09 1,72+0,04 12,22 2,79+0,08 19,79 9,59+0,03 68,00
CATETO SAO SIMAO 9,88+0,99 1,42+0,15 14,42 2,80+0,21 28,38 5,65+0,64 57,20
CATETO Sete lagoas 9,58+1,31 1,19+0,27 12,45 2,21+0,12 23,08 6,17+1,69 64,47
CMS 03 Amarilo cristalino 12,12+0,28 1,25+0,01 10,29 2,78+0,05 22,97 8,09+0,24 66,74
CMS 101 20,30+0,23 1,01+0,03 4,97 1,13+0,06 5,56 18,16+0,20 89,47
CMS 102 19,13+0,79 1,05+0,01 547 1,20+0,03 6,30 16,88+0,75 88,23
CMS 104 24,32+0,80 1,36+0,00 5,58 1,30+0,01 5,34 21,66+0,81 89,08
CMS Amarillo Del Bajio 13,15+0,93 2,20+0,23 16,73 4,11+0,71 31,23 6,84+0,46 52,03
CMS01 Mezcla Amarilla 11,9140,46 2,01+0,14 16,88 3,42+0,14 28,73 6,48+0,18 54,38
Compo:tr:af;zilal Dent. 14,79+1,01 2,22+0,36 15,02 3,58+0,39 24.18 8,99+1,20 60,80
Fundacep 35 19,05+0,04 1,33+0,00 6,98 1,33+0,01 6,97 16,39+0,04 86,05
GIN | Cateto Nortista 18,14+0,17 2,12+0,03 11,70 3,60+0,02 19,84 12,42+0,22 68,46
MAYA XV 15,46+0,40 2,17+0,14 14,05 2,49+0,06 16,11 10,80+0,48 69,84
MG Il CATETO 16,46+0,71 2,14+0,03 12,99 2,49+0,27 15,16 11,83+1,01 71,85
Missdes 19,08+0,15 1,21+0,01 6,35 1,47+0,05 7,68 16,40+0,09 85,97
PA 105 15,27+0,43 2,16+0,09 14,18 3,49+0,08 22,83 9,62+0,27 62,99
PIRA 006 24,68+0,10 3,30+0,14 13,38 4,81+0,37 19,51 16,56+0,40 67,12
PIRANAO UF 1 19,85+1,96 2,30+0,05 11,57 3,42+0,10 17,22 14,14+1,81 71,21
PIRAPOCA AMARELO 14,56+1,06 2,14+0,02 14,67 2,99+0,20 20,52 9,44+0,95 64,81
RS 572 17,83+1,00 1,82+0,03 10,18 3,30+0,04 18,51 12,71+1,00 71,31
SANTA INES 14,05+1,04 2,06+0,07 14,68 3,60+0,78 25,60 8,39+0,19 59,72
SC 014 21,70+1,86 2,06+0,23 9,50 3,50+0,35 16,13 16,14+1,28 74,37
SP 009 9,73+0,36 1,65+0,23 16,92 2,53+0,01 25,99 5,565+0,14 57,09
UFVM 100 18,3040,11 1,22+0,07 6,66 1,35+0,04 7,38 15,73+0,22 85,96
WP2 AMARELO DENT 9,46+0,97 0,88+0,02 9,30 1,54+0,26 16,25 7,04+1,25 74,44
Media Gera\ 2 BrroPadrdo 22344059  255+0,08  11,65+0,27 3,86+0,12 17,89+ 0,50 15,93 +0,50 70,45 +0,70
Minimo — Maximo 9,46-42,84 0,88-4,93 4,97-19,3 1,13-7,22 5,34-32,38 5,55-34,11 51,52-89,47

* O valor é a média de duas replicatas + erro padrao, expresso em base fresca. ** Amostra insuficiente para
replicata, dado correspondente a uma Unica analise.

De acordo com os resultados encontrados de outros autores pode-se
considerar que o germoplasma da Embrapa possui grande potencial, pois seu
material mostrou-se superior no conteudo de carotendides pro-vitamina A
(carotenos + monohidroxilados) e também elevado teor de carotendides totais. No
entanto, algumas linhagens norte-americanas ja alcancaram 15 ug/g de B-
caroteno (STEVENS et al., 2006), objetivo pretendido no Programa HarvestPlus.

Com base nos dados obtidos e estudando as vias enzimaticas da
biossintese dos carotendides (Figura 2), foram criados dois indices que podem
auxiliar na selecdo de genodtipos para o melhoramento. O indice
Monohidroxilados/Carotenos e o Xantofilas/Monohidroxilados (Quadro 2), que
podem ser resumidamente explicado da seguinte maneira: quando se divide a
propor¢ao (%) de monohidroxilados pela propor¢céo (%) de carotenos obtém-se

um valor, que significa a produgdo de monohidroxilados para um dado conteudo
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de carotenos (de carotenos para monohidroxilados, observado na via
biossintética). Repetindo a divisdo da proporgao (%) de xantofilas sobre a
propor¢gdo (%) de monohidroxilados obtem-se outro valor, que significa a
producao de xantofilas para um dado conteudo de monohidroxilados (0 mesmo
observado na via biossintética).

A Figura 4 € um exemplo ilustrativo com os indices da linhagem 541112-1,
onde a tendéncia em produzir monohidroxilados €& 0,89 (indice
monohidroxilados/xantofilas) sobre o conteudo de carotenos e a tendéncia em
produzir xantofilas € de 5,14 sobre o conteudo de monohidroxilados. Esses
valores podem representar a tendéncia enzimatica e genética, para a biossintese
das fragdes dos carotendides. Como os gendtipos apresentam diferentes indices

isto pode auxiliar a selegao de gendtipos para maior conteudo de provitamina A.

o~ caroteno —[3- caroteno

= V " w = N -
Zeinoxantina p-criptoxantina

!
Luteina @ Zeaxantina

Figura 4. llustragdo da via biossintética para produgdo de monohidroxilados e
xantofilas.

Estes indices representam uma forma direta da utilizacdo da proporcéao das
fragbes dos carotendides, no entanto, possibilitam a discriminagdo de gendtipos,
mesmo aqueles com proporgdes iguais de carotenos e, ou monohidroxilados e, ou

xantofilas. Quanto menores os indices, mais desejavel.
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Quadro 2. Valores da proporgao (%) de monohidroxilados sobre a proporgéo de
carotenos e da proporgéo (%) de xantofilas sobre a proporgéo de carotenos para
os 134 gendtipos analisados.

Genétipos Mono/ | Xanto/ Genétipos Mono/ | Xanto Genétipos Mono/ Xanto
Caroteno | Mono Caroteno | /Mono Caroteno | /Mono
540736 1.23 459 | 540838-1 1.78 2.94 5413302 0.67 5.44
540754 1.69 363 | 540843-1 1.91 2.28 541335-1 1.89 5.51
540755 2.66 254 | 540845-2 2.87 2.20 541337-1 1.53 3.62
540757 1.57 3.68 | 540848-1 2.35 2.24 5413381 1.54 6.11
540759 2.67 418 | 540874-2 1.45 3.12 541339-1 1.28 6.25
540764 1.45 420 | 540878-1 1.02 3.53 5413432 1.10 4.53
540807 1.56 331 | 540880-2 1.02 548 541270-2 1.63 6.14
540811 1.73 225 | 540893-2 1.41 5.04 5412721 1.28 5.69
540815 2.18 353 | 540899-2 1.59 4.42 541274-1 1.44 4.81
540817 1.67 343 | 540903-2 1.27 524 | BR 400 SUPERDOCE 1.32 2.60
540819 1.40 575 | 540941-2 2.06 4.93 BR 473 clll 0.95 11.47
540847 2.13 1.77 | 540942-2 2.19 6.08 | BR So Francisco 1.03 14.41
540886 1.19 6.98 | 540948-2 1.82 2.43 BRS 1001 0.90 4.84
540890 1.24 3.04 | 540962-1 1.62 4.71 BRS 2020 0.86 9.92
540938 1.67 5.17 540986-1 1.81 3.10 BRS Caatingueiro 1.11 15.99
540972 2.43 291 | 540995-2 1.58 220 | CATETO COLOMBIA 1.62 3.44
540985 1.02 6.31 | 541016-2 0.71 7.62 | CATETO SAO SIMAO 1.97 2.02
540087 1.72 273 | 541028-1 1.46 2.59 | CATETO Sete Lagoas 1.85 2.79
540992 2.01 159 | 541034-2 1.57 274 | CVSISAMARILO 2.23 2.91
540998 1.87 2.96 | 541051-1 1.17 5.98 CMS 101 1.12 16.09
541018 1.86 451 | 541052-1 1.10 6.67 CMS 102 1.15 14.01
541031 1.66 263 | 541055-1 1.33 5.82 CMS 104 0.96 16.67
541032 2.08 272 | 541057-1 1.64 g.04 | CMSAMARILLODEL 1.87 1.67
541034 1.30 512 | 541069-2 1.15 3.76 O A 1.70 1.89
541099 1.57 461 | 541070-2 1.59 268 | COMN LS O ACAL 1.61 2.51
541157 1.61 255 | 541072-2 1.32 3.77 Fundacep 35 1.00 12.34
541311 1.45 4.88 | 541093-1 1.24 373 CoRaAl 1.70 3.45
541332 1.39 579 | 541112-1 0.89 514 MAYA XV 1.15 4.34
541335 1.79 475 | 541116-1 1.21 4.74 MG Il CATETO 1.17 4.74
540685-1 1.24 562 | 541117-2 1.27 4.42 Missdes 1.21 11.20
540700-1 2.20 292 | 541119-2 217 4.24 PA 105 1.61 2.76
540707-1 1.25 3.97 | 541120-1 1.34 3.59 PIRA 006 1.46 3.44
540721-1 1.96 1.82 | 541133-1 1.68 275 PIRANAO UF 1 1.49 4.14
540723-1 1.72 465 | 54114-1 1.09 420 | PIRAPOCAAMARELO |  1.40 3.16
540727-1 1.60 3.98 | 541228-1 1.04 5.36 RS 572 1.82 3.85
540740-1 1.36 208 | 541233-2 1.24 6.32 SANTA INES 1.74 2.33
540760-1 1.79 575 | 541234-1 1.31 4.86 SC 014 1.70 4.61
540763-1 1.54 425 | 5412492 1.50 3.59 SP 009 1.54 2.20
540780-1 1.88 336 | 541278-1 2.97 3.05 UFVM 100 1.11 11.65
540800-1 147 371 | 541307-1 1.31 481 | WP2AMARELODENT |  1.75 4.58
540808-1 1.51 379 | 541312-1 1.44 6.88 | AMARELO DE PE A2 1.56 2.47
540814-1 2.03 554 | 541316-1 1.69 3.62 AZTECA IPA 1.38 5.35
540818-2 1.40 435 | 541323-1 1.66 2.83 BA 130 1.65 2.56
540826-1 151 381 | 541325-1 164 | 354 | PALTE e 1.65 3.38
541276-1 1.97 524 | 5412751 1.97 4.70
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As linhagens 540992 e a 541112-1 apresentaram os mesmos teores de
carotendides totais e proporgao de carotenos (20,33; 3,29 e 17%), no entanto, a
razao monohidroxilados/carotenos € de 2,01 e 0,89, respectivamente e a razdo de
xantofilas/monohidroxilados € de 1,59 e 5,14, respectivamente. O valor do indice
pode indicar que um gendtipo possui capacidade maior ou menor de produzir
monohidroxilados e xantofila que outro. Na observagcdo dos dois indices
simultaneamente, pode-se perceber que a linhagem 541112-1, apesar de “menor
tendéncia” de produzir monohidroxilados (0,89 contra 2,01 da outra), tem a maior
tendéncia (5,14) em produzir xantofilas, que a 540992 (1,59). Para a
biofortificacdo de gendtipos com alto teor de provitamina A, os monohidroxilados
também s&o importantes, e no final o melhor seria a sele¢gdo da linhagem 540992,
que apesar de apresentar maior teor de monohidroxilados, concentra menor teor
de xantofilas. A caracteristica de menor produg¢ao de xantofilas € melhor quando
se deseja manter carotendides provitamina A em maior proporgao.

Algo importante nestes indices é a possibilidade de ligacdo deles ao nivel
enzimatico e também ao genético, pois podem indicar a maior ou menor presenga
de enzimas ou inibidores ou ativadores na via para produ¢cao de monohidroxilados
e ou xantofilas, o que estaria ligado a constituicdo genética de cada gendtipo,
considerando fatores ambientais uniformes.

Estes indices serdo utilizados mais adiante na caracterizagdo dos
gendtipos dentro dos grupos e também para auxiliar na sele¢cao de materiais para

a biofortificacao.

4.2. Correlagao entre as variaveis

O Quadro 3 apresenta o resultado das analises de correlagbes de Pearson
para as varias caracteristicas analisadas.

A analise indica forte correlagdo de todas as fracbes (carotenos,
monohidroxilados e xantofilas) com carotendides totais. Os carotenos mostram
uma correlagdo positiva também com as fragdes monohidroxilados e xantofilas,
essa relacdo esta dentro da expectativa, pois pela via, os carotenos sao
transformados em monohidroxilados e xantofilas. A correlacdo entre

monohidroxilados e xantofilas é levemente positiva.
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Quadro 3. Correlagbes de Pearson entre as caracteristicas estudadas.

Variaveis Correlagio

Carotendides Totais x Carotenos 0,6784
Carotenoides Totais x Monohidroxilados 0,5652
Carotendides Totais x Xantofilas 0,9628
Carotenos x Monohidroxilados 0,7191

Carotenos x Xantofilas 0,4930
Monohidroxilados x Xantofilas 0,3350
Carotenos x Raz&o % Monohidroxilados/%Carotenos -0,2831
Carotenos x Razdo % Xantofilas/%Monohidroxilados -0,3296
Monohidroxilados x Razdo % Monohidroxilados/%Carotenos 0,4186
Monohidroxilados x Razao % Xantofilas/%Monohidroxilados -0,6027
Xantofilas x Razéo % Monohidroxilados/%Carotenos -0,2056
Xantofilas x Razdo % Xantofilas/%Monohidroxilados 0,3890
%Monohidroxilados/%Carotenos x %Xantofilas/%Monohidroxilados -0,4899

Todos os resultados s&o significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t.

As outras correlagdes das caracteristicas (Quadro 3) estdo de acordo com
o esperado, explicados pelos passos da via de biossintese dos carotendides.

As correlagdes dos carotenos com os indices criados mostraram resultados
negativos, ou seja, diminuindo o valor dos indices, obtém-se materiais com maior
teor de carotenos.

A correlagao entre os indices mostrou-se negativa, o que demonstra que os
materiais analisados apresentaram uma caracteristica interessante, pois o
aumento na produgdo de monohidroxilados (aumento do valor do indice, n&o
desejavel a priori) reduz a capacidade de produzir xantofilas (diminui¢do do valor

do indice, desejavel). O contrario também foi verdadeiro.

4.3. Vitamina A dos genétipos analisados

Para se estimar o conteudo de vitamina A, foi considerado que toda a
fracdo caroteno encontrado nos genotipos analisados referia-se a B-caroteno e,

os monohidroxilados como sendo a B-criptoxantina. Assim, cada 1 pg de B-
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caroteno é convertido em 1/12 de RAE (Atividade Equivalente de Retinol) e cada
1 ug de B-criptoxantina € convertida em 1/24 de RAE (Atividade Equivalente de
Retinol).

Foram escolhidos os 10 maiores e os 10 menores conteudos de RAE
(vitamina A) em 100g do material para compor o grafico de barras abaixo (Figura
5).

WP2 AMARELO
UFVM 100
Missbes
Fundacep 35
CMS 102
CMS 101
BRS Caatingueiro
BR S&o Francisco
AZTECA IPA
540886
BRS 1001 — ISR
BR 400 SUPERDOCE — WY N
541093-1 s 57.8
541070-2 — W)
541069-2 —_ JGIN0)
540826-1 — YK
540780-1 e 57 .3
540727-1 m— NN
541332 — s 58.0
540992 — NV

Figura 5: Demonstrativo do teor de vitamina A dos genotipos analisados. Os dez

maiores e 0s dez menores conteldos. Os valores estdo calculados em RAE/100g de milho. 1
RAE = 12ug de B-caroteno e 24ug de carotendides pré-vitaminicos.

Os gendtipos de maior teor de vitamina A apresentaram uma média de
58,3 RAE/100g, valor quase 5 vezes maior que o de outros gendtipos,
evidenciando grande variabilidade para esta caracteristica.

Conforme os resultados encontrados, as linhagens constituem a maioria
dos genadtipos com alto teor de vitamina A, o que ja demonstra o ganho para essa
caracteristica obtido com a selecdo. Apenas um material comercial BRS 1001 e o
acesso BR 400 superdoce apresentaram alto teor de equivalente retinol.

Para os gendtipos com baixo teor de equivalente retinol, destacam-se sete
variedades comerciais. O que confirma a necessidade de melhoramento para

producdo de novos materiais, pois as cultivares comerciais disponiveis possui
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pouco valor nutricional em relagdo a vitamina A, comparado com as linhagens

elite analisadas.

4.4. Analises multivariada

Para avaliar a divergéncia genética entre os 134 gendtipos, foram
realizadas analises multivariada. Para tanto, utilizou-se os dados de carotendides
totais, carotenos, xantofilas monohidroxiladas e xantofilas diidroxiladas,
padronizados, para compor a matriz de distancia ou dissimilaridade, utilizando-se
a distancia euclidiana média.

A matriz de distancia foi utilizada para o agrupamento dos gendtipos
calculada pelo método de Tocher. No Quadro 4, encontra-se o agrupamento
obtido por este método.

Observa-se a formacdao de 18 grupos, sendo o maior deles com 55
componentes, e nove grupos com apenas um genaotipo, indicando que embora
haja muitos gendtipos semelhantes para a composi¢céo de carotendides no grao
de milho, ha bastante variabilidade para essa caracteristica no germoplasma
estudado.

Para caracterizar cada grupo e facilitar a selegdo de materiais foi elaborado
o perfil de cada um deles. O Quadro 5 descreve o perfil de carotendides totais,
carotenos, monohidroxilados e xantofilas, com o numero de componentes dentro
do grupo, a média, amplitude de variagdo e as proporgdes (%) de carotenos,
monohidroxilados e xantofilas em relagdo a carotendides totais dentro do grupo.
Foi ainda utilizado o indice criado para detalhar as diferengas entre os gendtipos
em relacéo a razao da proporg¢ao (%) monohidroxilados sobre a proporgao (%) de
carotenos e a razdo da proporgéo (%) de xantofilas sobre a proporgéo (%) de

monohidroxilados.
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Quadro 4. Agrupamento dos gendtipos estudados, segundo Tocher.

2|, 5

= B Componentes

CN =

(@]

540736; 540754; 540811; 540817; 540890; 540938; 540972; 540985; 540987; 540998; 541018;
541031; 541034; 541157, 541311; 540700-1; 540723-1; 540763-1; 540800-1; 540808-1;
540818-2; 540838-1; 540843-1; 540880-2; 540962-1; 540995-2; 541028-1; 541034-2; 541112-

L | 5 | Li 541116-1; 541119-2; 541133-1; 54114-1; 541233-2; 541270-2; 541272-1; 541274-1;
541275-1; 541276-1; 541307-1; 541325-1; AMARELO DE PE A2; BA 130; BA | CATETO
(Rib. Preto) 4496; CATETO COLOMBIA; COMPOSTO RACIAL DENT. AMARELO [; GIN |
CATETO NORTISTA; MAYA XV; MG Il CATETO; PA 105; PIRANAO UF 1; PIRAPOCA
AMARELO; RS 572; SANTA INES; SC 014

» | 13 | 540819; 540760-1; 540942-2; BR 473 clll; BR Séo Francisco; BRS 2020; BRS Caatingueiro;
CMS 101; CMS 102; CMS 104; Fundacep 35; Missdes; UFVM 100.
540757; 540764; 540807, 540815; 540685-1; 540707-1; 540874-2; 540893-2; 540899-2;

3 | 26 | 540903-2; 540948-2; 540986-1; 541069-2; 541070-2; 541072-2; 541093-1; 541117-2; 541120-
1; 541228-1; 541234-1; 541249-2; 541316-1; 541323-1; 541337-1; 541343-2; PIRA 006
540886; 540845-2; AZTECA IPA; CATETO SAO SIMAO; CATETO SETE LAGOAS; CMS

4 | 9 | 03; AMARILO CRISTALINO; CMSO1 MEZCLA AMARILLA; SP 009; WP2 AMARELO
DENT

5 | 5 | 540847; 540992; 541032; 540721-1; 540848-1

6 | 9 | 541099; 541332; 541335; 541051-1; 541052-1; 541055-1; 541312-1; 541338-1; 541339-1

7 | 4 | 540814-1; 540941-2; 541057-1; 541335-1

8 | 2 | 540780-1; 540826-1

9 | 2 |540740-1; CMS AMARILLO DEL BAJIO

10 | 1 | 541330-2

11| 1 | 540878-1

12 | 1 | 5412781

13| 1 | 541016-2

14 | 1 | BR 400 Superdoce

15 | 1 | 540755

16 | 1 | 540759

17 | 1 | BRS 1001

18 | 1 | 540727-1
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Quadro 5: Perfil dos grupos formados pelo agrupamento de Tocher.

o H . indice indice
0,
;; - P Medias . (/0) Prop,qrgao (so_bre Mono/ Xanto/Mo
. (Méximo-Minimo) Expresso em base (imida carotentides totais) Caroten no
172 o
o2
k= i : ila | val Val
% 2 Car;)_toetr;?sldes Carotenos Mono. Xantofilas Cr::;gt?no ('\r/lng?(o_ ?:r?;;o_ﬁla iddice | Médice
0o (Hg/g) (Hg/g) (Hg/9) i i i
(Hg/g_) min) min) min)
19.17
2.30 356 13.31
1-55 (fg.;ti)- (321160) | (487.249) | (1854.825) | 1778 | 26-12 | 79-57 | 157 3,88
20.34
1.36 1.64 17.34
213 (12;‘ '835)' (2.22-1.01) | (269-113) | (21.66-12.25) | 0% | 14-5 | 8-77 | 122 1164
26.44
3.35 481 18.27
3-26 (2238311)' (429-2.49) | (6.19-358) | (21.83-1507) | 279 | 13 | 76-61 | 145 390
10.81 131 2.37 712
4-9 (12.67-9.46) | (2.01-0.88) | (3.42-1.44) | (10.03-5.55) 17-9 29-11 79-54 1,83 3,43
19.38
2.66 557 11.15
55 (1261585) (327-2.26) | (659-4.97) | (1396-8.77) | 6-11 | 32-24 | 65-52 3 211 | 203
38.22
3.65 5.06 29.50
6-9 (3?32?; (4.13-3.14) | (5.86-4.49) | (34.11-24.69) 11-8 16-12 80-74 1,40 587
27.78
1.98 3.78 22.03
-4 (2351'235)' (236-1.73) | (4.46-284) | (2454-19.93) | 87 16-10 8- 190 6.01
3248
373 6.29 22.46
8-2 (5225()7) (395.358) | (667590) | (22472245 | 12711 | 20-18 | 70-69 | 169 3,59
14.23
2.58 4.06 759
9-2 (15.31- (205220 | @11-401) | (@3468 | 19717 | 31-26 | 54-52 | 161 1,87
13.15)
1?' 15.92 3.00 2.01 10.92 19 13 69 0,67 5,44
1%' 21.77 3.87 3.95 13.94 18 18 64 1,02 3,53
1%' 24.23 1.86 553 16.84 8 23 70 2,97 3,05
1f' 25.81 3.63 2.57 19.61 14 10 76 071 7,62
1f' 26.17 454 6.01 15.63 17 23 70 1,32 2,62
1f' 28.29 271 7.22 18.36 10 26 65 2,66 2,54
1?' 32.06 2.16 5.77 2413 7 18 75 2,67 418
1I' 30.95 4.93 445 2157 16 14 70 0,90 484
1?‘ 38.97 435 6.95 27.66 11 18 71 1,60 3,98

Mono= monohidroxilados

Os grupos gerados pelo método de Tocher facilitam a selegcdo de material
divergente, principalmente as linhagens elite, para compor o melhoramento para
geracgao de hibridos, uma vez que permite a selegcao de gendtipos pertencentes a
grupos heterdticos distintos a serem indicados para cruzamento. A combinagao
complementar do perfil de carotendides, através de hibridizagdo, aumenta

significativamente o nivel desses nutrientes (MENKIR et al. 2006).
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MENKIR et al. (2006) utilizou linhagens elites selecionadas como
relativamente alto teor de carotendides pro-vitamina A (2,95 a 5,95 ug/g) e baixo
teor (0,83 a 2,20 pg/g) para geragdo de hibridos, avaliando o perfil de
carotendides e rendimentos agronémicos. Foram gerados 5 hibridos de boa
produtividade de graos contendo préximo de 7 ug/g de pro-vitamina A.

Assim, aproveitando o agrupamento Tocher (Quadro 4), com auxilio do
Quadro 5, podem-se selecionar gendtipos para geragao de hibridos. O grupo 3
pode ser cruzado com o gendtipo do grupo 14 para o melhoramento, assim, tem-
se genotipos de grupos distintos com teor e perfil de carotendides desejavel, ou
seja, alto teor de carotendides totais e/ou alto teor de carotenos e/ou alta
propor¢ao de carotenos.

O uso dos Componentes Principais, também foi utilizado para avaliar a
dispersdao do germoplasma estudado. Na Tabela 2 estdo apresentados os
resultados dessa analise, bem como os coeficientes de ponderagao (autovetores)

associados as caracteristicas avaliadas, determinados pelo programa GENES.

Tabela 2. Autovalores (Ai) correspondentes as percentagens de variagédo
explicadas pelos Componentes Principais (CPs) e coeficientes de ponderagéo
(autovetores) das 04 caracteristicas, carotendides totais, carotenos,
monohidroxilados e xantofilas, em relacdo aos 134 gendtipos.

CP. AUTOVALORES AUTOVETORES(a,)

Ai Acumulado(%) CT Caroteno Mono. Xantof.
CP; 2.89 72.3611 0.5605 0.497 0.443 0.4925
CP, 0,84 93.4547 -0.323 0.3937 0.6248 -0.5918
CP; 0,26 99.9999 -0.1026 0.7672 -0.626 -0.0945
CPs+  0,000001 100.0 -0.7557 0,0962 0.1465 0.6311

CT= Carotendides Totais; Mono=Monohidroxilados; Xantof.=xantofilas.

A ordem das variaveis de maior peso € carotenoides totais, carotenos,
monohidroxilados e xantofilas. Com base nos dados da Tabela 2, pode-se notar
que os dois primeiros Componentes Principais explicam cerca de 93% da
variagao total, tornando-se possivel a transposicdo dos gendtipos do espacgo
tetradimensional (4 variaveis avaliadas) para bidimensional com reduzida
distorcdo provocada pelas distancias entre os gendtipos, como apresentado na
Figura 6. Nesta figura, pode-se verificar a dispersdao dos gendétipos. As cores

representam os grupos formados pelo método de agrupamento de Tocher. Alguns
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gendtipos estdo identificados no grafico, para fins de ilustracdo. A lista de

genotipos enumerados esta no anexo 1.
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Figura 6. Disperséao grafica de gendtipos de milho avaliados quanto aos teores
de carotendides no grédo, com base nos dois primeiros Componentes
Principais. Vide anexo 1 para identificagcdo dos genoétipos colocados no grafico.

A dispersdo dos gendtipos permite concluir que o agrupamento Tocher,
representado pelas cores, foi bem estabelecido para alguns materiais, visto que
estes estdo visualmente separados dos demais, como exemplo, os grupos verde
e amarelo. Outros gendtipos mostraram-se misturados a outros grupos, né&o
sendo possivel fazer uma distingdo pela visualizagdo no grafico.

Todos os procedimentos estatisticos utilizados permitem identificar a
existéncia de variabilidade genética do material estudado, agrupando-os de modo
que seja possivel separar mais facilmente acessos promissores para fins de
melhoramento. Tanto o método de agrupamento de Tocher como os
Componentes Principais mostram-se Uteis para a identificagdo de gendtipos para
programas de melhoramento. No entanto, no proximo item o processo de

caracterizagao é adicionalmente detalhado.
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4.5. Selegao de genétipos para o programa de biofortificagao

De acordo com Guimardes (2007, comunicagdo pessoal) 'o programa de

alto teor de precursores de vitamina A deve consistir em:
e Andlise do maior numero possivel de linhagens;
e Formacéao de variedades sintéticas e hibridos com as melhores linhagens

para o conteudo de carotendides pro-vitamina A;

e Melhorar as populacbes via selecdo recorrente para pro-Vitamina A e
performance agrondmica;

e Avaliar capacidade combinatéria de linhagens elites;

e Avaliar interacdo GXA.

A selecao dos possiveis genotipos para serem utilizados em programa de
biofortificacdo comecga pela andlise da Tabela 1, onde pode-se selecionar os
materiais desejaveis, ou seja, os de maiores teores de carotendides totais e/ou
materiais com alto teor de carotenos e ainda materiais com alta proporcdo de
carotenos. O perfil desses gendtipos identificados como mais promissores para
biofortificagcao sao apresentados no Quadro 6.

Quadro 6. Gendtipos promissores para programas de melhoramento, baseado no
teor de carotendides totais, teor de carotenos e propor¢ao de caroteno.

Genétipos Carqtenéides Carotenos Monohidroxilados | Xantofilas Proporgéq_Carotengs/
Totais (ug/g)* (ug/g)* (ug/g)* (ug/g)* Carotendides totais
541330-2 15.92 3.00 2.01 10.92 19 %
541312-1 42.51 3.44 4.96 34.11 8%
540740-1 15.31 2.95 4.01 8.34 19%
541332 42.84 4.11 5.70 33.02 10%
540727-1 38.97 4.35 6.95 27.66 11%
540780-1 32.67 3.54 6.67 22.45 11%
540826-1 32.30 3.92 5.90 22.47 12%
541093-1 29.37 4.29 5.30 19.79 15%
BR 400 Superdoce 26.17 4.54 6.01 15.63 17%
BRS 1001 30.95 4.93 4.45 21.57 16%

*Expresso em base fresca

Esses gendtipos podem ser avaliados quanto a sua capacidade
combinatéria para geragdo de variedades sintéticas e selegao recorrente para

maiores teores de pro-vitamina A.

! Paulo Evaristo Oliveira Guimares, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Brasil, 2007.
Melhorista responsavel pela geracéo de gendtipos de milho com alto teor de carotendides pro-vitamina.
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Pode-se adicionar a esses gendtipos, duas outras linhagens (541343-2 e
541069-2) do grupo 3 do agrupamento de Tocher (Quadro 4), para realizagédo de
hibridagdo com materiais contrastantes, no caso o grupo 14 (BR 400 Superdoce,
ja selecionado acima). Essas duas linhagens apresentaram as maiores
proporgcdes de carotenos entre as linhagens analisadas do grupo 3 (Quadro 4).

Outra proposta para selegcdo de gendtipos foi a escolha dos menores
indices de monohidroxilados/carotenos e xantofilas/monohidroxilados, que
apresentaria a possibilidades de geracdo de materiais futuros com maior
conteudo de pro-vitamina A, devido a incorporagédo genética destes valores nos
genotipos com alto conteudo de carotenos e carotendides totais. Baseado nesses
indices, no conteudo de carotendides totais e também nas propor¢des mais altas
encontradas de carotenos e monohidroxilados, incorporadas em um mesmo
gendtipo, simultaneamente, foi criado os quatro gendtipos hipotéticos (idedtipos)
(Quadro 7). Para cria-los foi utilizado como base de carotendides totais a média
das linhagens elites (24,07) e também o gendtipo de maior conteudo (42,84).

Quadro 7. ldedtipos promissores para o programa de melhoramento, baseado
nos melhores indices para mono/carotenos e xantofilas/mono para aumento do
teor de pro-vitamina A.

Genétipo ?:{;t:?fzg)s cﬁgﬁ;" M°"°(ng,;°)f"ad° X?:;,’S;f ® | Caracteristicas importantes
1 24.07 8.80 5.90 9.37 indice 0,67(Mo/Ca) e 1,59(Xan/Mo)
Alto teor de CT e indice 0,67(Mo/Ca)
2 42.84 15.66 10.49 16.56 e 1,59(Xan/Mo)
Alto teor de CT e indice 1,36(Mo/Ca)
3 42.84 8.26 11.23 23.36 e 2,08(Xan/Mo)
Alto teor de CT e proporgédo de 19%
4 42.84 8.14 11.14 23.56 carotenos e 325 de monohidroxilados
541330-2 15.92 3.00 2.01 10.92 indice de 0,67 (Mo/Ca)
540992 20.34 3.27 6.59 10.48 indice de 1,59(Xan/Mo)
541332 42.84 411 5.70 33.02 Alto teor CT
540740-1 15.31 2.95 4.01 8.34 Alta proporcio de Ca simultanea com
mais propor¢do alta de Mo.

CT= carotendides totais., Ca = carotenos, Mo = monohidroxilados, Mo/Ca razdo da % de monohidroxilados sobre % de

carotenos, Xan/Mo razéo da % de xantofilas sobre % de monohidroxilados.
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Os indices utilizados foram 0,67 para monohidroxilados/carotenos e 1,59
xantofilas/monohidroxilados (linhagens 541331-2 e 540992, respectivamente) e
também os melhores indices encontrados no mesmo genaétipo, no caso 1,36 e
2,08, encontrado na linhagem 540740-1. O resultado esta descrito no Quadro 7,
juntamente com as linhagens utilizadas.

Como essas quatro linhagens foram selecionadas para se criar os
genotipos hipotéticos, sugere-se que estas fossem estudados quanto a
capacidade de combinacdo destes gendtipos. Observa-se que estes materiais,
com excecgao da linhagem 540992, ja haviam sidos selecionados anteriormente
pelo perfil de carotendides totais ou carotenos. Outra maneira utilizada com os
idedtipos seria sua analise com os 134 gendtipos estudados, em uma analise
multivariada com agrupamento. Assim, seria possivel identificar novos gendétipos
com as menores distancias dos idedtipos, que seriam selecionados para o uso
nos programas de melhoramento.

Utilizando-se o programa GENES foi gerada a matriz da distancia
euclidiana media dos 138 gendtipos (134 + 4), com os resultados padronizados
das 4 variaveis analisadas. Pela matriz de distancia foi realizado o agrupamento
pelo método de Ward, apresentado na Figura 6.

No dendrograma apresentado (Figura 6), considerando as mudancgas
discrepantes de niveis, pode-se estabelecer quatro grupos principais.

Desconsiderando os outros grupos, pode-se focar no grupo que contém os
quatro idedtipos para carotendides provitamina A. Numa analise intragrupo
percebe-se que os quatros idedtipos estdo bem préximos entre si, no entanto, seu
grupo possui outros 14 componentes que, apesar de ndo tdo préximos, séo
considerados do mesmo grupo, ou seja, possuem similaridades.

Os outros 14 componentes do agrupamento juntos aos idedtipos criados
sdo formados somente por linhagens. A seguir listadas: 541332, 541312-1,
541338-1, 541339-1, 541052-1, 541055-1, 570759, 541335-1, 540780-1, 540826-
1, 541099, 541051-1 e 541335. Subtraindo as linhagens anteriormente
escolhidas, mais nove linhagens elite podem ser selecionadas pelo seu elevado

potencial para o melhoramento.
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Mstodo 0e sprupamento : MStoda s Ward

Figura 7. Dendrograma ilustrativo da dissimilaridade genética entre 138 gendtipos de
milho, estabelecido pelo método de Ward, com base em 4 caracteristicas, utilizando a
distancia euclidiana média.
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Assim, ao final, pode-se selecionar 20 linhagens elites (Quadro 8) para o

melhoramento visando aumento do teor de provitamina A.

Estes gendtipos foram selecionados de diversas formas:

e por

caracteristicas mais importantes avaliadas (Tabela 1);

apresentarem  superioridades (maiores valores) nas

e para compor o melhoramento por hibridizagdo, com o cruzamento de

gendtipos de grupos distintos com caracteristicas desejaveis, de

acordo com agrupamento Tocher (Quadro 4 e 5);

e utilizados para formagao dos ide6tipos (Quadro 7), €;

e gendétipos agrupados pelo Método de Ward nos mesmo grupo dos

idedtipos (Figura 6), o que sugere uma proximidade genética entre

ambos.

Quadro 8. Materiais promissores para o programa de melhoramento.

Genétipos

Caracteristicas dos genétipos selecionados

541330-2

5413121

540740-1

541332

5407271

540780-1

540826-1

541093-1

Material de alto teor de carotendides, carotenos e ou alta
proporcao de carotenos.

541343-2

541069-2

Linhagens elite para hibridizagao, com alta proporg¢ao de
carotenos.

540992

Uma das linhagens utilizadas para geragao dos ideotipos.

541335-1

570759

541055-1

541052-1

5413391

541099

541335

541051-1

541338-1

Material agrupado no mesmo grupo dos ideétipos, pelo
meétodo de Ward.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusoes:

s A variabilidade existente para perfii de carotendides no
germoplasma estudado evidencia seu potencial para o
melhoramento genético visando a biofortificacéo;

% O germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo possui grande potencial,
principalmente, no total de carotendides pro-vitamina A;

% Foram identificadas 20 linhagens elites para o melhoramento

visando aumento do teor de pro-vitamina A.
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ANEXO 1

Lista dos gendtipos enumerados.

N° - Genotipos N° - Genotipos N° - Genotipos

1 540736 50 540878-1 100  AMARELO DE PE A2

2 540754 51 540880-2 101  AZTECAIPA

3 540755 52 540893-2 102 BA130

4 540757 53 540899-2 103  BAI CATETO (Rib. Preto) 4496
5 570759 54 540903-2 104  BR 400 SUPERDOCE

6 540764 55 540941-2 105  BR473clll

7 540807 56 540942-2 106  BR S&o Francisco

8 540811 57 540948-2 107 BRS 1001

9 540815 58 540962-1 108  BRS 2020

10 540817 59 540986-1 109  BRS Caatingueiro

11 540819 60 540995-2 110  CATETO COLOMBIA

12 540847 61 541016-2 111  CATETO SAO SIMAO

13 540886 62 541028-1 112 CATETO SETE LAGOAS

14 540890 63 541034-2 113 CMS 03 AMARILO CRISTALINO
15 540938 64 541051-1 114  CMS 101

16 540972 65 541052-1 115  CMS 102

17 540985 66 541055-1 116  CMS 104

18 540987 67 541057-1 117 CMS AMARILLO DEL BAJIO
19 540992 68 541069-2 118  CMS01 MEZCLA AMARILLA
20 540998 69 541070-2 119  COMPOSTO RACIAL DENT. AMARELO |
21 541018 70 541072-2 120 Fundacep 35

22 541031 71 541093-1 121 GIN I CATETO NORTISTA
23 541032 72 541112-1 122 MAYA XV

24 541034 73 541116-1 123 MG Il CATETO

25 541099 74 541117-2 124  Missoes

26 541157 75 541119-2 125  PA 105

27 541311 76 541120-1 126 PIRA 006

28 541332 77 541133-1 127 PIRANAO UF 1

29 541335 78 54114-1 128 PIRAPOCA AMARELO

30 540685-1 79 541228-1 129  RS572

31 540700-1 80 541233-2 130  SANTAINES

32 540707-1 81 541234-1 131  sco14

33 540721-1 82 541249-2 132 SP 009

34 540723-1 83 541270-2 133 UFVM 100

35 540727-1 84 541272-1 134  WP2 AMARELO DENT

36 540740-1 85 541274-1

37 540760-1 86 541275-1

38 540763-1 87 541276-1

39 540780-1 88 541278-1

40 540800-1 89 541307-1

41 540808-1 90 541312-1

42 540814-1 91 541316-1

43 540818-2 92 541323-1

44 540826-1 93 541325-1

45 540838-1 94 541330-2

46 540843-1 95 541335-1

47 540845-2 96 541337-1

48 540848-1 97 541338-1

49 540874-2 98 541339-1

99 541343-2
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