Analise de trilha para carotenoides em milho
RIOS, S.A. "V, BOREM, A. ", GUIMARAES, P.E.O.® ¢ PAES, M.C.D.®

() Universidade Federal de Vigosa (UFV), Departamento de Fitotecnia, CEP 36570-000,
Vigosa, MG, Brazil. E-mail: sarariosss @yahoo.com.br; borem @ufv.br. @ Embrapa Milho e
Sorgo, C.P. 285, CEP 35701-970, Sete Lagoas, MG, Brasil. E-mail:
evaristo@cnpms.embrapa.br; mcdpaes @ cnpms.embrapa.br

Palavras-chave: Zea mays, carotenoides, correlagdes, andlise de trilha.
1. Introducao

O conhecimento da relacdo linear entre caracteres, nas fases iniciais de um
programa de melhoramento, ¢ de grande importincia principalmente em casos onde a
caracteristica de interesse apresenta baixa herdabilidade e dificil mensuracdo e identificagao,
entre outros. A utilizacdo, portanto, de selecdo indireta por resposta correlacionada pode
permitir maior eficiéncia e progresso na selecdo. Cardoso et al. (2009) relataram altas
correlagOes significativas entre carotenoides totais e carotenos e xantofilas. E, considerando a
influéncia das xantofilas na coloracdo alaranjada dos graos de milho, poder-se-ia esperar que
a selecdo fenotipica com base nesta coloracio fosse eficiente para obtencao de gendtipos com
elevados teores desses carotenoides nos graos. Porém, Harjes et al. (2008) reportaram baixas
correlagdes entre carotenoides totais e cor dos graos, indicando que a selecdo assistida por
marcadores seria mais eficiente. No entanto, os valores de correlagdes, ainda que sejam
considerados os aspectos de magnitude, significincia e significado, ndo garantem uma relagao
de causa e efeito entre os caracteres, podendo levar a erros na sua interpretagao.

A andlise de trilha, desenvolvida por Wright (1921) permite o desdobramento
das correlacdes fenotipicas em efeitos diretos e indiretos dos caracteres sobre uma varidvel
principal, o que permite maior confiabilidade na escolha dos caracteres para selecdo. A
mensuragao dos efeitos diretos e indiretos € dependente do conjunto de caracteres estudados,
que normalmente € estabelecido pelo conhecimento prévio do pesquisador de sua importancia
e de possiveis inter-relagdes expressas em diagramas de trilha (CRUZ e REGAZZI, 1997). No
desdobramento de um conjunto de caracteres sobre uma varidvel bdsica faz-se necessario
estimar coeficientes de trilha, obtidos por meio de equagdes de regressao em que as varidveis
sdo previamente padronizadas. O conhecimento dos efeitos diretos e indiretos que uma
variavel principal responde pelas demais explicativas € que permite decidir, durante a fase de
selecdo do programa de melhoramento, qual estratégia serd mais eficiente, se a resposta
correlacionada ou a utilizac¢do de indices de selecdo.

Santos, Senalik e Simon (2005) foram os primeiros a avaliar as inter-relacdes
entre produtos em uma via biossintética, trabalhando com a andlise de trilha para carotenoides
em cenoura e concluiram que este desdobramento além de auxiliar na identificacdo de pontos
da rota metabdlica, que limitam o acimulo de carotenoides, auxilia no entendimento da
evolucdo desta rota de biossintese. Considerando escassas as informagdes desta natureza na
literatura cientifica para a cultura do milho, o objetivo deste trabalho foi desdobrar as
correlagdes fenotipicas entre carotenoides e produtividade, em efeitos diretos e indiretos, por
meio da andlise de trilha.

2. Material e métodos

Foram utilizados dados obtidos do Ensaio Nacional de Variedades de Milho
conduzido pela Embrapa Milho e Sorgo, no ano agricola 2004/2005. Foram avaliados trés

ambientes distintos quanto ao nivel de fertilidade do solo (Tabela 1), no municipio de Sete
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Lagoas/MG: o primeiro ambiente caracterizado por solo fértil; o segundo ambiente onde foi
feita adubacdo com altos niveis de nitrogénio (120 kg.ha™: 20 kg no plantio e 100 kg em
cobertura) e o terceiro, com adubagio utilizando-se baixos niveis de nitrogénio (20 kg.ha™' no
plantio). Os outros dois ambientes de avalia¢do localizaram-se nos municipios de Planaltina e
Goiania, no estado de Goids, com diferentes altitudes, 1000 e 823 m, respectivamente (Tabela
1). A descri¢ao dos 10 cultivares, suas origens, além de outras caracteristicas, encontra-se na
Tabela 2.

As parcelas foram constituidas de duas fileiras de quatro metros, com
espacamento de 0,90 m entre linhas e estande final de aproximadamente 55.000 plantas por
hectare.

Tabela 1: Fertilidade dos solos para quatro dos cinco ambientes de avaliagdo
caracterizados como Fértil, Alto N (120 kg.ha™': 20 kg no plantio e 100 kg em
cobertura), Baixo N (20 kg.hal'1 no plantio) e Planaltina

pH MO P K Ca Mg H+Al Cu Zn Fe Mn

Local Ambiente of ;
(4gua) dre’ mg/dm

Fértil 5.8 21 6,7 120 2,88 1,07 5,06 2,1 4.8 41 62

Sete Alto N

Lagoas/MG | 6,1 3,75 10 126 4,62 0,87 439 1 3,87 452 252
BaixoN 62 347 8 110 4,18 0,84 4,05 297 45 46,1 25,1

Planaltina/DF 55 32 125 85 24 05 402 ] ] - -

As andlises foram conduzidas no Laboratério de Qualidade de Graos e
Forragens do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo da Embrapa, localizado em Sete
Lagoas, MG, utilizando-se delineamento em blocos casualizados, com 10 cultivares de milho
em cinco ambientes de avaliagdao, com duas repeti¢coes.

A debulha foi feita em debulhador mecanico, moendo-se os graos obtidos em
micro moinho, tipo ciclone MA 020 MARCONI (Piracicaba — SP), com posterior
acondicionamento das amostras em frascos de vidro, tampados, lacrados com parafilme e
envoltos em papel aluminio. Estes foram armazenados a temperatura de -20° C até condugio
das andlises quimicas.

Tabela 2: Caracterizacdo dos cultivares de milho quanto a procedéncia, tipo de grdo e
populagio

Cultivares Procedéncia Tipo e coloracao dos graos Populacao
BRS 2020 Embrapa Semiduro/alaranjado Hibrido Duplo
Fundacep 35 Fundacep Semiduro/amarelo-alaranjado Variedade
CMS 104 Embrapa Semidentado/amarelo Populacdo
BRS Caatingueiro Embrapa Semiduro/amarelo Variedade
BRS 473 clll Embrapa Semiduro/amarelo-alaranjado Variedade
UFVMI100 UFV Dentado/amarelo-alaranjado Variedade
CMS 102 Embrapa Semidentado/amarelo Populacdo
CMS 101 Embrapa Semidentado/amarelo Populagao
BRS Missoes Embrapa Dentado/amarelo Variedade
BRS Sio Francisco ~ Embrapa Semidentado/amarelo-alaranjado Variedade
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As extracdes foram realizadas segundo protocolo descrito por Rodriguez-
Amaya e Kimura (2004), com posterior quantificacdo de carotenoides totais (CT) em
espectrofotometro Cary 50 Conc UV-Visible (VARIAN - Austrdlia). Carotenos (o e B-
carotenos) e xantofilas luteina, zeaxantina e [-criptoxantina foram quantificados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em cromatégrafo liquido Shimadzu
modelo LC-10 equipado com coluna polimérica YMC C 30 (Sum, 4,6x250mm, Waters,
Milford, MA, USA), acoplado a detector de arranjo de diiodo. O gradiente de elui¢do foi
conduzido a 0,8mL min "' em condicdes de gradiente linear 80:20 a 15:85 de metanol: éter
metil fert —butil em 25 minutos, seguido por constante de 80:20 em 5 minutos, finalizando
com 6 minutos de equilibrio. A temperatura do laboratério foi mantida a 22°C durante todo o
processo. Para identificacdo dos compostos foram utilizados padrdes purificados a partir de
cenoura e milho verde, seguindo protocolo descrito em Rodriguez-Amaya e Kimura (2004).
Os resultados foram expressos em base seca, por meio da andlise de umidade realizada nas
amostras, em duplicata, seguindo o método 44-15A da AACC (2000).

Foram estimados os coeficientes de correlacdes fenotipicas, genotipicas e
ambientais entre as varidveis utilizando-se os 10 cultivares e a média dos 5 ambientes. A
andlise de trilha foi realizada apds o diagndstico de multicolinearidade na matriz de
correlagdes fenotipicas. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software Genes,
Cruz (1998).

3. Resultados e discussao

Os caracteres de maior contribui¢do para elevar os teores de B-caroteno, com
base no estudo de correlagdes simples, sdao CT, zeaxantina e B-criptoxantina (dados ndo
apresentados).

O diagnéstico de multicolinearidade revelou que das 21 correlagdes analisadas,
4 delas apresentaram valor absoluto maior que 0,80; 4 nimeros de fatores de inflacdo da
variancia (VIF) superiores a 10 e numero de condicdo (NF) maior do que 1000,
caracterizando existéncia de colinearidade severa. Este resultado ndo inviabiliza a realizagcdo
da andlise de trilha, uma vez que ja existem metodologias apropriadas para estudo de efeitos
diretos e indiretos sob multicolinearidade (CARVALHO, 1995; CARVALHO et al., 1999;
COIMBRA et al., 2005). Logo, utilizou-se a metodologia proposta por Carvalho (1995),
denominada andlise de trilha em crista, para estimacdo dos parametros como forma alternativa
a metodologia dos quadrados minimos. A constante k adicionada a diagonal da matriz X’ X foi
determinada pelo exame do traco da crista, por meio da constru¢do de um grafico onde foram
plotados os coeficientes de trilha em funcdo dos valores de k no intervalode O <k < 1.

O resultado da andlise de trilha de B-caroteno em funcdo das varidveis
explicativas CT, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, o-caroteno e produtividade &
apresentado na Tabela 2, com um valor de k de 0, 0497. O coeficiente de determinacdo do
modelo de anlise de trilha (R?) foi igual a 0, 8364, caracterizando que 83, 64% da variacao
da varidvel dependente P-caroteno no modelo, estdo sendo explicados pelas varidveis
utilizadas no diagrama causal.

Tabela 2. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos envolvendo a varidvel principal
dependente B-caroteno e as independentes explicativas: carotenoides totais,
luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, oi-caroteno e produtividade

CAROTENOIDES TOTAIS Estimativa VIF

Efeito direto sobre B-caroteno -0,0132 3,5128
Efeito indireto via luteina -0,1011 0,3406
Efeito indireto via zeaxantina 0,6660 5,7796
Efeito indireto via B-criptoxantina 0,1873 3,7334
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Efeito indireto via O-caroteno 0,0105 0,2257
Efeito indireto via produtividade -0,0177 0,0229
Total 0,7311*
LUTEINA
Efeito direto sobre B-caroteno 0,3406 4,2596
Efeito indireto via carotenoides totais 0,0039 0,2809
Efeito indireto via zeaxantina -0,6721 5,8850
Efeito indireto via B-criptoxantina -0,0962 0,9836
Efeito indireto via 0-caroteno -0,0252 1,2929
Efeito indireto via produtividade 0,0310 0,0708
Total -0,4009
ZEAXANTINA -0,4009
Efeito direto sobre -caroteno 0,8818 11,1635
Efeito indireto via carotenoides totais -0,0100 1,8187
Efeito indireto via luteina -0,2596 2,2455
Efeito indireto via B-criptoxantina 0,2029 4,3797
Efeito indireto via 0-caroteno 0,0253 1,3054
Efeito indireto via produtividade -0,0286 0,0603
Total 0,8555**
B-CRIPTOXANTINA
Efeito direto sobre -caroteno 0,2310 6,2580
Efeito indireto via carotenoides totais -0,0107 2,0957
Efeito indireto via luteina -0,1418 0,6695
Efeito indireto via zeaxantina 0,7744 7,8129
Efeito indireto via O-caroteno 0,0220 0,9869
Efeito indireto via produtividade -0,0082 0,0049
Total 0,8778**
o - CAROTENO
Efeito direto sobre B-caroteno 0,0377 3,2052
Efeito indireto via carotenoides totais -0,0037 0,2474
Efeito indireto via luteina -0,2271 1,7182
Efeito indireto via zeaxantina 0,5907 4,5467
Efeito indireto via B-criptoxantina 0,1346 1,9269
Efeito indireto via produtividade 0,0292 0,0626
Total 0,5631
PRODUTIVIDADE
Efeito direto sobre -caroteno 0,1362 1,5036
Efeito indireto via carotenoides totais 0,0017 0,0536
Efeito indireto via luteina 0,0776 0,2006
Efeito indireto via zeaxantina -0,1854 0,4478
Efeito indireto via B-criptoxantina -0,0139 0,0204
Efeito indireto via O-caroteno 0,0081 0,1335
Total 0,0313
Coeficiente de determinacao 0,8364
Valor de k usado na andlise 0,0497
Efeito da variavel residual 0,4044

P

** *: Significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade, pelo teste t;
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Apesar de o estudo de correlagdes simples ter apontado como caracteres de
maior contribuicdo para elevar os teores de B-caroteno, as varidveis CT, zexantina e -
criptoxantina (dados ndo apresentados), a existéncia de alta correlagdo entre -caroteno e as
variaveis CT (0,73) e B-criptoxantina (0,88) ndo significa relacdo de causa e efeito entre estas
varidveis, ou seja, a selecdo de gendtipos com altos teores de -caroteno por resposta indireta
por CT, por exemplo, ndo seria eficiente considerando que a zeaxantina € que tem efeito
direto elevado sobre B-caroteno. Logo, a utilizacdo da selecdo simultanea de caracteres por
meio de indices de selecao apropriados seria mais vantajosa e segura.

A varidvel que apresentou o maior efeito direto sobre [B-caroteno foi a
zeaxantina (0,88) e a correlagdo simples entre estas varidveis também foi elevada (0,85) o que
caracteriza um efeito pronunciado da zeaxantina sobre o teor de -caroteno. Este resultado ja
era esperado uma vez que pela rota de biossintese de carotenoides, a zeaxantina € o produto
da hidroxilacdo do B-caroteno (HOWITT e POGSON, 2006). Confirma-se, portanto, a
necessidade em se realizar a varredura de gendtipos promissores quanto ao teor de -caroteno
por meio da andlise das fracdes de carotenoides, pois s6 a andlise de CT ndo € suficiente, ja
que os resultados das correlagcdes e posteriores desdobramentos ndao foram favordveis a
resposta correlacionada.

4. Conclusoes

1. Apenas a varidvel zeaxantina apresentou alta correlagdo e alto efeito direto sobre -
caroteno;

2. O screening de gendtipos promissores quanto ao teor de P-caroteno deve levar em

conta todas as demais fragdes de carotenoides, pois sé a andlise de CT nao € suficiente
para discriminar os melhores genétipos;

3. A selecdo de genétipos com altos teores de -caroteno pode ser realizada por meio da
utilizacdo de indices de sele¢do apropriados, ja que também ¢é vantajosa a selecao de
genOtipos ricos em outras fragdes de carotenoides.
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