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Divergéncia genética e heterose relacionada a
qualidade fisiologica em sementes de milho
Genetic divergence and heterosis related to
physiological quality in maize seeds
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RESUMO: Estudos precoces com relacao a selecao de linhagens
de milho, com base em caracteristicas de qualidade de sementes,
podem ser explorados em programas de melhoramento nas primeiras
etapas da obtencao de hibridos. O objetivo deste estudo foi analisar a
divergéncia genética e a heterose associadas a qualidade fisiologica
de sementes, em fungao do vigor, para a composi¢ao bioquimica na
obtencao de milho hibrido. No experimento, foram utilizadas sementes
de 8 linhagens e 3 hibridos de milho (hibrido simples, triplo e triplo
modificado). Avaliaram-se os componentes bioquimicos nas sementes
por meio dos teores de amido, proteina total, fésforo total, ferro e
zinco. Com base no método de Singh, observou-se que a variavel que
mais contribuiu para a divergéncia genética quanto a composigao
bioquimica das sementes foi o teor de amido, com 46,47%. Constatou-se
divergéncia genética e heterose para a composicao bioquimica das
sementes, indicando que essa caracteristica pode ser explorada em
programas de melhoramento visando a qualidade das sementes. O
hibrido simples, composto pelas linhagens 2 e 4, foiindicado como a
melhor combinagao para a composicao bioquimica nas sementes, com
as maiores heteroses para os teores de amido, fosforo, ferro e zinco.
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ABSTRACT: Early studies with regard to the selection of maize lines
based on seed quality characteristics can be exploited in breeding
programs in the early stages of hybrids achievement. The objective
of this study was to analyze the genetic diversity and the heterosis
associated with physiological quality of seeds, in function of the
force, for biochemical composition in the achievement of hybrid
corn. In the experiment, seeds from 8 lines and 3 maize hybrids
(single hybrid, triple and modified triple) were used. Biochemical
componentsinthe seeds were evaluated by means of starch content,
total protein, total phosphorus, iron and zinc. Based on Singh’s
method, it was observed that the variable which most contributed
to genetic divergence on the biochemical composition of the
seeds was the starch content, with 46.47%. Genetic diversity and
heterosis were found for the biochemical composition of the seeds,
indicating that this feature can be exploited in breeding programs
aiming at the quality of the seeds. The simple hybrid, composed
of the strains 2 and 4, was indicated as the best match for the
biochemical composition in seeds, with the highest heterosis for
starch content, phosphorus, iron and zinc.
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INTRODUCAO

O vigor ¢ uma caracteristica importante da qualidade das
sementes, que reflete no crescimento de plantulas, longevidade
e tolerancia as adversidades (Sun et al. 2007). Nos ultimos anos,
a énfase para a melhoria do vigor de sementes deslocou-se
em fungéo do potencial genético (Cheng et al. 2013); assim,
o fato de haver variabilidade indica que esta caracteristica
pode ser explorada em programas de melhoramento durante
o desenvolvimento de um hibrido (Gondim et al. 2006).

A mobiliza¢do de reservas nas sementes estd relacionada
com a manutengdo e desenvolvimento do embrido até a
formacédo da plantula (Weidlich et al. 2010). Os teores de
amido, proteina total, fosforo total, ferro e zinco sao um dos
principais compostos bioquimicos presentes em sementes de
milho e podem contribuir para a retomada do crescimento
do embrido. O amido ¢, em grande parte, sintetizado nas
sementes em desenvolvimento, sendo sua fungao bioldgica
fornecer energia para o estabelecimento inicial de plantulas
(Tetlow 2011). Entre outras substancias armazenadas, as que
estdo presentes em maior quantidade sdo as proteinas, que
tém como fungdo principal fornecer carbono e nitrogénio,
utilizados na germinagio e desenvolvimento da plantula
(Ferreira e Borghetti 2004).

Nas sementes, as reservas de macro e micronutrientes
sd0 necessarias para o inicio do desenvolvimento das
plantulas. A maioria da reserva de fésforo nas sementes é
remobilizada durante a germinagao e o crescimento inicial
das plantulas (Nadeem et al. 2012). O fésforo é um dos
micronutrientes encontrados em maior abundéncia no milho,
e os micronutrientes, como ferro e zinco, apresentam-se em
menores quantidades (Paes 2006), os quais desempenham
fun¢des em rotas bioquimicas que garantem a formagao de
lipideos, proteinas e estrutura¢ao das membranas celulares
(Prado et al. 2007).

O estudo da divergéncia e das relagdes genéticas visa dar
suporte as estratégias de sele¢ao para melhoria da qualidade
fisioldgica de sementes (Cardoso et al. 2009). Dessa forma,
a determinagdo antecipada da composi¢do bioquimica das
sementes associada com a qualidade fisiologica é de grande
importancia nos programas de melhoramento, principalmente
no momento da escolha das linhagens para a obtencédo de
hibridos de milho de alta qualidade. O objetivo deste estudo
foi analisar a divergéncia genética e a heterose associadas a
qualidade fisioldgica de sementes, em fungao do vigor, para
a composi¢do bioquimica na obteng¢do de milho hibrido.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Sementes da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/UDESC),
no municipio de Lages, Santa Catarina. As sementes de
8 linhagens de milho, numeradas de 1 a 8, e seus respectivos
hibridos simples, compostos pelas linhagens 2 e 4, triplo
modificado (1 x 7/6 x 8) e triplo (3 x 5/1), utilizadas
no trabalho, foram cedidas por uma empresa localizada no
municipio de Coxilha, Rio Grande do Sul. As linhagens
foram produzidas na safra de 2010/2011 e os hibridos, na
safra de 2013/2014.

No experimento, utilizaram-se 250 kg-ha™ de adubo
NPK na férmula 5-25-25 e adubac¢io de cobertura com
250 kg-ha™' de sulfureia. O solo é caracterizado como
Latossolo Vermelho. Foi realizado controle de pragas e
plantas daninhas com produtos registrados para a cultura
do milho. A colheita foi realizada manualmente, sempre
nos meses de Abril/Maio. As espigas colhidas com 35%
de umidade foram secas artificialmente até atingirem umidade
em torno de 13%.

A amostra média (1 kg) foi obtida na colheita de forma
representativa do lote para as linhagens e hibridos. No
laboratorio, a amostra média foi reduzida pelo processo
de divisdes sucessivas para a amostra de trabalho (900 g)
(Brasil 2009). A amostra de trabalho foi utilizada para realizar
aanalise bioquimica, a qual foi dividida em 3 repeti¢des, por
meio do homogeneizador.

O teor de agua das sementes foi determinado pelo método
da estufa a 105 °C durante 24 h (Brasil 2009). As sementes
foram mantidas em camara seca, com temperatura de 10 °C
e 50% de umidade, até a realizacdo das andlises. Depois de
retiradas da camara seca, as sementes foram previamente
moidas para compor amostras de 100 g. A partir dessa
amostra, foram realizadas as andlises bioquimicas com o
proposito de verificar o teor de amido, proteina total, fosforo,
ferro e zinco.

O teor de amido foi obtido a partir do método
de titulometria de McCready et al. (1950), em que se
utilizou a solu¢do de hidréxido de so6dio a 10% e acido
cloridrico a 50%. A neutralizacdo foi realizada com a
solugdo de hidréxido de so6dio a 10% até a obtengdo do
pH 7; posteriormente, determinou-se o teor de amido
por meio da titulagdo com solugdes de Fehling.

Para a analise da proteina total, utilizou-se o método
de Kjeldahl (AOAC 1984) e, inicialmente, procedeu-se a
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digestdo sulfarica conforme descrito por Tedesco et al.
(1985). Utilizaram-se 10 mL do extrato em um tubo de
digestdo e 5 mL de hidréxido de sédio para a destilagio até
serem coletados 40 mL em um erlenmeyer contendo 5 mL
de indicador de 4cido bdrico. As amostras foram tituladas
com H SO, 0,25 M e, ao final, as amostras foram convertidas
a proteina bruta por meio do fator 6,25 (AOAC 1984).

Realizou-se digestdo sulfurica para a determinagéo
de fésforo, ferro e zinco. Na determinagao do fésforo
total, transferiu-se 1 mL do extrato para copo descartavel,
acrescentaram-se 2 mL de dgua destilada, 3 mL de solugédo
P-B e 3 gotas de solugao P-C. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotdmetro na faixa de 660 nm (Tedesco
etal. 1985). Para a determinagao do ferro e do zinco, foram
pipetados 10 mL de sobrenadante, adicionados 5 mL da
solugdo restante e 10 mL de 4gua destilada e foi determinada
a absorbancia no espectrofotometro de absor¢iao atdmica
(Tedesco et al. 1985).

A determinagdo da heterose (H%) para composi¢do
bioquimica das sementes foi realizada conforme a seguinte

formula:

Média do hibrido - Média dos pais

H% =
° Média dos pais

x 100

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados, com 3 repeti¢des. Os dados transformados
por arco seno foram submetidos a andlise de variancia
(p <0,01) e ao teste de Scott-Knott (p < 0,05) para comparagio
entre as médias. O método de Singh (1981) foi utilizado
para analisar os caracteres que mais contribuiram para
a divergéncia genética entre os gendtipos avaliados, por
meio da distancia generalizada de Mahalanobis (D?).
Utilizaram-se as andlises de agrupamento e variaveis
canoOnicas para a indicagdo dos melhores cruzamentos.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
Programa Genes (Cruz 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise de varidncia mostraram diferencas
significativas entre as linhagens e hibridos em todas as
caracteristicas bioquimicas analisadas (teor de amido, proteina
total, fosforo, ferro e zinco), indicando que existe diversidade
genética.

O teor de amido nas sementes das linhagens variou
de 32 a 52%. A linhagem 8 foi superior as demais (52%).
Os hibridos 11 e 10 nao diferiram estatisticamente entre
si para teor de amido, apresentando valores de 42 e 41%,
respectivamente, seguidos do hibrido 9, com 37% (Tabela 1).
Amaral et al. (2007) encontraram teores de amido em
sementes de milho hibrido de 53,39 + 3,20%, corroborando
os resultados apresentados para as linhagens.

A estimativa da heterose revela o potencial das linhagens
para combinagdes hibridas. A heterose, para teor de amido,
foi determinada a partir das combinagdes entre as linhagens
das quais se obtiveram os hibridos e variou entre —9,39%
(hibrido 10) e 10,44% (hibrido 9), mostrando que, no tltimo,
obteve-se elevada heterose. Segundo Mahesh et al. (2013),
ao estudarem 87 hibridos simples de milho a partir de 29
cruzamentos avaliando amido, obteve-se a maior heterose,
de 3,44%, no hibrido ARBMH 09-45, a qual foi indicada
com nivel bom.

O percentual de proteina total entre as linhagens esteve
entre 8 e 12%. As linhagens 2,7 e 1 apresentaram os maiores
teores (12, 12 e 11%, respectivamente), nao diferindo
estatisticamente entre si. A linhagem 5 foi a que apresentou
menor teor, com 8%, conforme a Tabela 1. Os hibridos 9 e 10
obtiveram o maior teor de proteina total (10%) em relagdo ao
hibrido 11. As sementes de linhagens e hibridos demonstram
boa composi¢do bioquimica, semelhantemente a outros
estudos. Jesus et al. (2008) referem que o teor de proteina
em milho pode variar de 8,68 a 12,5 mg-kg™. Ja no trabalho
de Mahesh et al. (2013), em que se avaliou a capacidade
combinatoria para produtividade, amido, proteina e teor
de 6leo em hibridos simples de milho e suas linhagens, o
maior teor de proteina registrado nos hibridos foi de 15,84%,
evidenciando que é possivel obter valores ainda mais altos
com rela¢do aos encontrados neste trabalho.

Apesar da diversidade genética para o teor de proteina
total nas sementes das linhagens, a heterose foi negativa
nos hibridos, com varia¢do de —6,97% (hibrido 10) a —40%
(hibrido 11), ou seja, houve declinio no teor de proteina, nao
existindo ganho genético para a caracteristica avaliada, o que
foi coincidentemente observado por outros autores, como
Jesus et al. (2008), os quais constataram a manifesta¢do do
efeito heterdtico negativo de —0,063% para o teor de proteina
total. Entretanto, no trabalho de Oliveira et al. (2004), em
que se investigaram populagdes de polinizacdo aberta de
milho de alta qualidade proteica (QPM) e seus cruzamentos,
quanto ao teor de proteina total na semente, ressaltou-se a
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manifestagao da heterose, caracterizando uma potencialidade
dos genitores para os programas de melhoramento genético
de milho.

O teor de fosforo observado foi de 3.215 mg-kg™, na
linhagem 8, a 3.992 mg-kg™', na linhagem 7, conforme
a Tabela 1. Os hibridos avaliados atingiram teores de
3.828 mg-kg™ (hibrido 9) a2.189 mg-kg™! (hibrido 11). Esse
resultado corrobora outros trabalhos, como o de Guimaraes
et al. (2005), que, ao avaliarem a diversidade dos teores de
minerais em sementes de linhagens de milho, conseguiram
alcangar valores de 3.293 mg-kg™ a 4.971 mgkg™'. A amplitude
de variacdo para as estimativas da heterose, obtida pelo
teor de fosforo, foi de 0,07% (hibrido 9) a —37,26% (hibrido 11),
demonstrando que, no hibrido 11, ndo houve a manifestagio da
heterose, pois foi alcancado resultado negativo; ja com o
hibrido 9, houve heterose.

As linhagens apresentaram teores de ferro entre 86 e
103 mg-kg™'. Os hibridos 9 e 10 obtiveram os maiores teores
de ferro, com 125 e 112 mg-kg™!, respectivamente, seguidos do
hibrido 11, com 90 mg-kg™' (Tabela 1). As sementes
apresentaram teores de ferro elevados, diferentemente dos
valores encontrados no trabalho de Menkir (2008), no qual
se avaliaram 278 linhagens de milho em 5 ambientes, com
variagdo no teor de ferro entre 12 e 37 mg-kg™' pelo mesmo
método utilizado neste trabalho. A variagéo para a estimativa
da heterose foi de —2,96% (hibrido 11) a 27,27% (hibrido 10),
mostrando que, no hibrido 11, ndo houve efeito da heterose
em relagio aos pais, mas, nos demais (9, 10), essa caracteristica
foi evidenciada.

Com relagéo ao teor de zinco nas linhagens, a variagdo
permaneceu entre 32 e 46 mg-kg™. Ja nos hibridos, os teores
obtidos foram de 18 (11) a 43 mg-kg™' (9), como observado
na Tabela 1. Teores de zinco com resultados semelhantes
foram encontrados por Queiroz et al. (2011), em um estudo
caracterizando linhagens de milho em relagao ao zinco, os
quais observaram teores de zinco entre 17,5 e 42 mg-kg™"
As estimativas da heterose para os hibridos variaram entre
-32,91% (hibrido 10) e 10,25% (hibrido 9), sendo que o
hibrido 9 apresentou heterose para o teor de zinco.

Além das caracteristicas bioquimicas, outros trabalhos
demonstraram a importancia da qualidade fisioldgica
associada a heterose em sementes de milho para a selegdo
de gendtipos, como o trabalho apresentado por Oliveira
et al. (2013), em que se analisou a qualidade fisioldgica de
sementes de milho com diferentes genétipos e tamanhos,
além da expressdo génica da enzima a-amilase. Abreu et al.
(2014), também através da qualidade fisioldgica das sementes
e dos sistemas enzimaticos, afirmaram que a avaliagdo prévia
pode fornecer parametros para a selecdo de linhagens na
obten¢io de novos hibridos de milho.

Para avaliar a importancia relativa das 5 variaveis na
determinacgio da qualidade fisiologica das sementes, através
da composi¢do bioquimica, foi empregado o método de
Singh (1981), indicando que o teor de amido (46,47%) foi
a variavel que mais contribuiu para a divergéncia genética,
seguido do teor de proteina total (28,75%), teor de zinco
(13,52%), teor de fosforo total (5,91%) e, por tltimo, teor
de ferro (5,33%) (Figura 1).

Tabela 1. Composicao bioquimica das sementes das linhagens (1 a 8) e dos hibridos de milho: simples, triplo modificado e triplo (9 a 11),
bem como o ganho genético estimado pela heterose para as sementes.

Amido Fosforo Ferro Zinco

Proteina

Genédtipos (o) ° (%) W% (mgkgn "% (mgkgn P (mgkgny H*
1 43b - 11a - 3521a - 86b - 453 -
2 32d - 12a - 3923a - 103b : 46a -
3 35¢ : 10b : 3.468a : 101b : 38a 2
4 35¢ - 106 - 3727 - 98b - 320 -
5 39¢ - 8c - 3.447a - 98b - 320 -
6 43b - 10b - 37382 - 91b : 46a -
7 43b : 12a : 3992a : 86b - 36b -
8 52a - 106 - 32152 - 89b - 340 -
9(2x4) 3c 1044 106  -909  3.828a 007 1252 24,37 43a 10,25
10(1x7/6x8) 4lb  -939  10b  -697  3484a  -366  112a 2727 27b -3291
11(Gx51)  42b 50 6d  -400 2189  -3726  90b 2,96 18¢c 55,0
V(%) 4,86 787 11,20 1011 19,12

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna nao diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). H% = Heterose.
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Ha divergéncia genética para o teor de amido, e esse fato
pode ser um indicativo de heterose na obtencdo de linhagens
para se obterem outras combinagdes hibridas, ao contrario do
teor de ferro, que foi a variavel de menor contribuigdo pelo
meétodo de Singh (1981), sugerindo descarte dessa variavel
para futuros trabalhos.

A andlise de agrupamento de Singh (1981) para a
composi¢ido bioquimica entre as linhagens proporcionou a
formacéo de 3 grupos geneticamente distintos (Tabela 2). O
grupo I foi formado pelas linhagens 2, 3,4 e 5; o grupo II, pelas
linhagens 1, 6 e 7, e o grupo III, somente pela linhagem 8.
Observou-se que o grupo II apresentou médias superiores
de qualidade fisiologica relacionada com a composi¢ao
bioquimica das sementes, com excec¢do dos teores de amido
(43%) e ferro (87%), teor de proteina (11%), teor de fésforo
(3.750 mg-kg™) e teor de zinco (42 mg-kg™) (Tabela 2). Esse
grupo foi escolhido para indicar as melhores linhagens para
futuros cruzamentos.

A divergéncia dos dados permitiu a decomposi¢do nos 3
eixos pela andlise de varidveis candnicas, com as 2 primeiras
variaveis maiores que 80%; assim, no emprego da primeira
(53,70%) e da segunda (88,13%), foi possivel explicar a variacio
total. A dispersdo das varidveis candnicas proporcionou a
formacéo de 5 grupos a partir da divergéncia genética para
as caracteristicas de composi¢do bioquimica das sementes.

Os agrupamentos obtidos pelo grafico de dispersiao
(Figura 2) foram concordantes com aqueles obtidos pelo

50 T 46,47
;\; 40 +
© 1 28,75
5 30
C
S 20+
g 13,52
L 4

10 5,91 5.33

0. H B

Amido Proteina Fésforo Ferro  Zinco

método de Singh com relagio as linhagens; porém, com a
inclusdo dos hibridos, observou-se a formagao de 5 grupos
geneticamente distintos.

O grupo I foi formado pelas linhagens e hibridos 1,6, 7 e
10; o grupo II foi formado pelas linhagens 2, 3, 4 e 5; o grupo
III foi formado pelo hibrido 9; o grupo IV, pelo hibrido 11, e 0
grupo V, pela linhagem 8. Essas informagdes também podem
ser usadas em programas de melhoramento genético, pois
identificam os genitores divergentes para novos cruzamentos.

A contribuigio genética dos pais na qualidade de semente
de milho em cruzamentos intervarietais foi verificado por
Nerling et al. (2013), que utilizaram variedades crioulas,
variedades de polinizagdo aberta e hibridos comerciais de
milho, obtendo resultados dos melhores cruzamentos para
a producao de sementes de melhor qualidade fisioldgica.
Em um trabalho anterior de Prazeres e Coelho (2016)
sobre a contribui¢do genética de linhagens para a qualidade
fisiologica das sementes na obtencéo de hibridos de milho, foi
constatado que as linhagens 2 e 4, que compdem o hibrido
simples também apresentado neste trabalho, apresentaram
qualidade fisioldgica superior. A analise da divergéncia
genética em sementes de milho pode fornecer informagoes
uteis para a identificagdo de grupos de linhagens as quais
podem ser exploradas pela produgido de hibridos altamente
heterdticos (Ahmad et al. 2011).

‘1 @
-0,4 T
é 28+
: SN
>
76 T
10 : ' '

30 324 348 372 396 42
VC1 (53,70%)

Figura 1. Contribuicédo relativa das variaveis para composigcao

bioquimica (%) em linhagens e hibridos de milho pelo critério de
Singh (1981).

Figura 2. Dispersao das linhagens e hibridos de milho, emrelagdo as
2 primeiras variaveis canonicas (VC1e VC2), com base na composi¢cao
bioquimica das sementes.

Tabela 2. Agrupamentos estabelecidos pelo método de Singh (1981) baseados na composicao bioguimica das sementes de linhagens de milho.

Grupos Genétipos Amido (%) Proteina (%) Fosforo (mg-kg) Ferro (mg-kg) Zinco (mg-kg™)
| 2-3-4-5 35 10 3.641 100 37
Il 1-6-7 43 1 3.750 87 42
i 8 52 10 3.215 89 34
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Neste trabalho, o hibrido simples apresentou-se como
o melhor em relag¢do aos demais, demonstrando maior
heterose para a maioria dos componentes bioquimicos,
com excecdo do teor de proteina, além da manutencio da
produtividade. Assim, constatou-se que essas caracteristicas
apresentaram contribuicio genética para os teores de amido,
fosforo, ferro e zinco.

CONCLUSAO

Existe divergéncia genética na composi¢édo bioquimica
das sementes para todos os componentes, mas a heterose
foi dependente das combinag¢ées entre as linhagens. O
hibrido simples, composto pelas linhagens 2 e 4, apresentou
a maior heterose e foi indicado como o melhor para as
caracteristicas de composi¢do bioquimica. Obteve-se
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