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1. Introducao

A biofortificacdo de alimentos — desenvolvimento de alimentos fortificados
geneticamente - ¢ a mais atual estratégia agricola a fim de auxiliar programas de intervencao
nutricional para o combate a fome oculta no mundo. O melhoramento convencional e a
transgenia tem tido como principal foco a obtencao de gendtipos com alto valor nutricional,
ricos em Fe, Zn e carotenoides precursores de vitamina A, além do alto valor agrondmico,
para atender as necessidades das populacdes em situacdo de risco (HOTZ et al., 2007;
WHITE e BROADLEY, 2009; BOUIS e WELCH 2010).

O sucesso da biofortificacdo de alimentos depende em primeira instancia da
existéncia de variabilidade genética suficiente para atender aos objetivos dos programas e,
diversos resultados de pesquisa apontam existéncia de variagdo fenotipica para Fe, Zn e
vitamina A em diversas culturas (HARJES et al., 2008; GUPTA et al., 2009; BOUIS e
WELCH 2010).

Em milho, avan¢os no desenvolvimento de variedades Quality Protein Maize
(QPM) trouxeram boas expectativas nutricionais para os graos (RODRIGUES, 2000). Porém,
em geral, para Fe e Zn, dificuldades de amostragem, complexidade da heranca e a interagdao
gendtipo x ambiente, tornam mais trabalhosa a obtencdo de gendtipos biofortificados para
estes micronutrientes. Ja, em termos de precursores de vitamina A, apesar da existéncia de
interacdo gendtipo X ambiente, observa-se repetibilidade para os resultados fenotipicos.

Os carotenoides presentes nos graos de milho se dividem em dois grandes
grupos: carotenos (B-caroteno e o-caroteno) e xantofilas (luteina, PB-criptoxantina e
zeaxantina), sendo que 90% destes compostos no graos sdo constituidos por luteina e
zeaxantina (GOODWIN, 1980). A atividade pro-vitaminica A € resultante do B-caroteno e,
em menor grau, do o-caroteno e B-criptoxantina. Na verdade, o-caroteno e B-criptoxantina
exibem, individualmente, apenas 50% de atividade pro-vitaminica A (RODRIGUEZ-
AMAYA e KIMURA, 2004).

Virios estudos tém mostrado diferenca significativa entre genétipos de milho
para niveis de carotenoides. Rocheford (2008) avaliando 300 linhagens de milho, encontrou
variacOes para os teores de CT entre 0,08 e 65,95 pg.g'l. No Brasil, algumas linhagens QPM
apresentaram média de 37,2 pg.g”' de CT (PAES et al., 2006). J4 se dispde de linhagem com
13,6 pg.g' de p-caroteno, resultado extremamente promissor uma vez que o alvo para
carotenoides precursores de vitamina A é de 15ug.g”’ (ORTIZ-MONASTERIO et al., 2007;
HARIJES et al., 2008).

Cardoso et al. (2009) reportaram a existéncia de variabilidade genética para
carotenoides apresentando possiveis grupos de gendtipos promissores para cruzamentos
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contrastantes. Porém, considerando a ocorréncia de expressdao diferencial dos genes, os
estudos de diversidade, sempre que possivel, deveriam levar em consideracdo avaliacdes em
ambientes contrastantes para recomendagao de genitores potenciais a formacdo de populagao
base. Diversos estudos tém relatado nao sé nimeros varidveis de agrupamentos em diferentes
ambientes, mas diferentes agrupamentos de gendétipos de um ambiente para outro
(FIGUEIREDO, MALHEIROS e BRAZ, 2004, SAVIO et al., 2008). Logo, o objetivo deste
trabalho foi estimar a divergéncia genética para carotenoides em cultivares de milho avaliados
em dois ambientes distintos.

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, avaliando-se dois
ambientes, no municipio de Sete Lagoas/MG, distintos quanto ao nivel de fertilidade do solo:
o primeiro ambiente onde foi feita adubacdo com altos niveis de nitrogénio (120 kg.ha™': 20
kg no plantio e 100 kg em cobertura) e o segundo, com adubacdo utilizando-se baixos niveis
de nitrogénio (20 kg.ha'1 no plantio) (Tabela 2), ambos, entre os estidios V2 e V4. A
descricdo dos 10 cultivares, suas origens, além de outras caracteristicas encontram-se na
Tabela 1. 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.

As analises foram conduzidas no Laboratério de Qualidade de Graos 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 dois
ambientes de avaliacdo, com duas repeti¢des.

Tabela 1: Caracterizacdo dos cultivares de milho quanto a procedéncia, tipo de grio 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 Populagao
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 Populagao
CMS 101 Embrapa Semidentado/amarelo Populagao
BRS Missoes Embrapa Dentado/amarelo Variedade
BRS Sao Francisco ~ Embrapa Semidentado/amarelo-alaranjado Variedade

A debulha foi feita mecanicamente com posterior moagem dos graos em micro
moinho, tipo ciclone MA 020 MARCONI (Piracicaba, SP) e acondicionamento em frascos de
vidro, tampados, lacrados com parafilme e envoltos em papel aluminio. Estes foram
armazenados a temperatura de -20° C até condug¢do das andlises quimicas.
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Tabela 2: Caracterizacdo da fertilidade dos solos em Sete Lagoas/MG para posterior
adubacdo nitrogenada, caracterizando os ambientes de Alto N (120 kg.ha™': 20
kg no plantio e 100 kg em cobertura) e Baixo N (20 kg.ha™' no plantio)

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

Local Ambiente — 3 S
(4gua) d%r/l 3 mg/dm3 Cn_lf)_l_C/dm _m“;i{{dm
Sete AltoN 61 375 10 126 4,62 0,87 439 1 387 452 252

Lagoas/MG BaixoN 62 347 8 110 4,18 0,84 405 297 45 46,1 25,1

As extracOes 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 (0- 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¢ao foi
conduzido a 0,8mL min "' em condi¢des de gradiente linear 80:20 a 15:85 de metanol: éter
metil zert —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).

O somatério dos teores de luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, a-caroteno e 3-
caroteno resultou nos valores de carotenoides totais (CT). O total de carotenoides precursores
de vitamina A (Pro VA) foi obtido por meio do somatdrio entre o total de B-caroteno + ¥2 total
de o-caroteno + Y2 do total de P-criptoxantina, considerando 100% de atividade pré-
vitaminica A para B-caroteno e 50% para as outras duas varidveis (RODRIGUEZ-AMAYA &
KIMURA, 2004).

Adotaram-se as distancias generalizadas de Mahalanobis (DZ) como medida de
dissimilaridade e o método de Tocher para agrupamento dos cultivares. As andlises
estatisticas foram executadas separadamente para cada ambiente de avaliacdo, utilizando-se o
software Genes, Cruz (1998).

3. Resultados e discussao

Em geral, verificaram-se teores de carotenoides nos cultivares avaliados,
inferiores aqueles encontrados em linhagens elite de diversos programas de melhoramento do
mundo (dados ndo apresentados). Porém, ainda que inferiores, estes materiais poderiam
auxiliar na reversao de quadros de defici€ncia nutricional para aquelas populagdes cujo hédbito
cultural € o consumo de milho branco, que tem pouco ou quase nenhum teor de carotenoides
nos graos.
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A Tabela 2 descreve os grupos similares de cultivares de milho avaliados

sob

Alto N, com o agrupamento de 3 gendtipos nos grupos 1 e 2, e pares de gendtipos no terceiro
e quarto grupos. Em condi¢des de Baixo N, o grupo 1 apresentou o maior nimero de
genotipos. Estes resultados caracterizam a existéncia de agrupamentos distintos sob diferentes
condicdes de fertilidade do solo, provavelmente, pela expressdo diferencial dos genes.
Coimbra et al. (1999) relataram a formacdo de agrupamentos distintos, tanto no nimero de
grupos formados quanto no nimero e constituicdo de gendtipos de feijado em cada grupo,
considerando duas safras (safra e safrinha) no municipio de Chapecé em SC. Para Falconer

(1987) um carater medido em dois ambientes ndo deve ser visto como Gnico e sim como

dois

caracteres e Bainiwal e Jatarsa (1980) relataram que o efeito do ambiente na expressdo do
carater coloca duvidas quanto a seguranca das andlises da distancia de Mahalanobis quando

estas sdo realizadas com dados de um unico ambiente, enfatizando a necessidade de qu
estudos sejam efetuados em condicdes ambientais multiplas.

€ 0S

Tabela 2: Grupos similares de cultivares de milho avaliados em dois ambientes
distintos", agrupadas com base na distincia de Mahalanobis e Método Tocher
Grupos Alto N Baixo N
1 4,7e6 7,9,6,2e 10
2 2,10e1 3e5
3 3e5 le4d
4 8e9 8

(Alto N: altos niveis de aplicacdo nitrogenada (120 kg.ha™': 20 kg no plantio e 100 kg em

cobertura); Baixo N: baixos niveis de aplica¢do nitrogenada (20 kg.hal'1 no plantio).

A contribuicdo relativa dos caracteres para a divergéncia genética dos 10

cultivares de milho nos dois ambientes estd descrita na Figura 1. Pode ser observado qu

€ OS

caracteres nao tiveram a mesma estimativa de contribuicdo relativa e nem a ordem de
classificacdo para contribuicdo da divergéncia genética nos dois ambientes, caracterizando
influéncia da interacdo gendtipo x ambiente. Porém, luteina e zeaxantina apresentaram
contribuicdes relativas significativas nos dois ambientes, podendo ser priorizadas no estudo

de diversidade genética para carotenoides em milho.

AltoN BaixoN

H CT (7%; 3%)

¥ Luteina (54%; 21%)

H Zeaxantina (16%; 9%)

H Betacriptoxantina (11%; 36%)
H Alfacaroteno (1%; 4%)

E Betacaroteno (1%; 13%)

i Pro VA (9%; 13%)

H Produtividade (2%; 2%)

Figura 1: Contribui¢do relativa dos oito caracteres para a divergéncia genética em 10
cultivares de milho, avaliados em dois ambientes distintos (Alto N e Baixo N),

oo
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safra 2004/2005, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. Os valores em
parénteses representam as contribuicdes percentuais em Alto N e Baixo N,

respectivamente.
4. Conclusoes
1. O efeito do ambiente na expressao dos caracteres avaliados sugere a necessidade de

que estes estudos sejam efetuados em vérias condi¢cdes ambientais.

2. Os caracteres que mais contribuiram para a diversidade genética entre os cultivares
estudados foram luteina e zeaxantina, considerando os dois ambientes de avaliacao.
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