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1. CONSIDERAGOES GERAIS

O melhoramento de populacdes de plantas aldgamas, co
mo o milho, envolve freglientemente cruzamentos de plantas heterg
zigotas capazes de gerar grande variabilidade genética. Essa va-
riabilidade surge do grande numero de gametas produzidos por am-
bas as plantas parentais e do nimero de combinagoes desses game-
tas na formagao dos individuos da geracgao F,.

Nos programas convencionais de selegao para conteudo
de d0leo as analises quimiéas (destrutivas) Obviamente sao feitas
em uma amostra, geralmente de grande nimeroc de sementes. Conse-
quentemente ha a perda de informagao sobre diferencas geneticas
entre sementés, bem como da capacidade de utilizé—laé, 0 que mui
tas vezes‘pode ter influéncia decisiva no ganho genético. Isso &
agravado pélo fato da amostra analisada ser diferente da amostra
que vai ser cruzada. No caso do teor de Oleo, diferengas indivi-
duais nao sao mascaradas quando se utiliza a analise por Reséo—
nancia Magnética Nuclear (RMN), uma vez que esse método permite
a determinacao do teor de 0leo existente em cada semente. Talvez
esse seja o ponto fundamental que, no caso do melhoramento para
teor de 0leo, tenha célocado o método de RMN em posicao de des-

taque.

A anidlise do teor de dleo por RMN foi utilizada pio-
neiramente por Conwayl (1961), sendo posteriormente empregada em
programas de selegcdo em varios palises® ° e, no caso particular
do Brasil, vem sendo utilizada com éxité desde 1575 na Universi-
dade Estadual de Campinas, num programa multidisciplinar envol-

vendo os Institutos de Fisica e BiologiaG. O presente trabalho

constitui parte desse programa.



2. OBJETIVOS DO TRABALHO

O objetivo fundamental deste trabalho & uma tentati-
va para decompor o efeito do teor de 0leo no milho em efeito de-
vido ao gendtipo da planta mae e efeito devido ao gendtipo da se

mente formada nessa planta, em cruzamentos especificos.

Esse estudo envolve a analise de quatro grupos de
germoplasmas, constituido cada um de duas linhagens hoﬁozigotas.
~ Cada grupo de cruzamento & caracterizado pela fecundagao de plan
tas com genes para endosperma branco e no caso com médio teor de
0leo, com uma mistura de pOlen constituida de pOlen da propria
linhagem e polen de uma linhagem de endosperma amarelo, com mai-
or teor de O0leo, escolhida aleatdriamente para forma o grupo.
Em milho a caracteristica endosperma branco € recessiva em rela-
¢ao a endosperma amarelo?® . Desta forma, nas plantas assim fe-
cundadas, termos dois tipos de sementes:‘sementes brancas,resul-
tantes dé auto-fecundagao e sementes amarelas, resultado do cru-
zamento propriamente dito. Logo, as sementes'brancas correspoh—
dem ao genotipo da planta, enquanto qué as sementes amarelas md-
nitoram o gendotipo da semente resultante do cruzamento de plan-

tas de maior teor de 0leo com plantas de teor médio.

A decomposigao do efeito do teor de dleo na semente
devido 2 esses diferentes genétipbs sera feita énalisando-se se
.menfes adjacentes (pareadas) de cor contrastante na espiga,acres
cida eventualmente de informagao sobre caracteristicas de semen-
tes resultantes da auto-fecundagao da linhagem amarela de maior

teor de O0leo, cujo polen contribuiu com metade da mistura usada

nos cruzamentos.



Trata-se portanto de um trabalho basico, para verifi
car a possibilidade de identificar diferengas genéticas para te-
or de Oleo entre sementes de uma espiga que serao eventualmente
capitalizadas em programas de selecao para maior teor de  Oleo.
Essa informagao orientaria témbém a escolha de linhagens que de-
veriam ser usadas na sintese de hibridos comerciais com alto te-

or de Oleo.

O trabalho, baseado na analise de sementes com gendo-
tipos distintos para brodugéo de oleo, visa ainda a determinagao
do papel exercido pelas diferencas nao genéticas que ocorrem den
tro de uma mesma espiga e pelas diferengas nao genéticas que o-
correm entre plantas diferentes da mesma linhagem, dentro da

mesma parcela experimental, ou em repetigdes (blocos) no experi-

mento de campo.

Os éfeitos nao genéticos que se acham confundidos com
efeitos genéticos constituem-se em sérias barreiras que limitam
frequentemente a obtengao de ganhos rapidos de selegao. O conhe-
cimento da magnitude desses efeitos, bem como dos locais em qﬁe
mais se manifestam, permité a identificagéo de critérios de sele
cao mais segurds para‘aceleragéo dos progressos genéticos em pro

gramas de selegao.

A massa das sementes foi também determinada em semen
" tes individuais para se estudar o possivel efeito dessa caracte-

ristica na amostragem de sementes para analise do teor de oleo

determinado por RMN.



3. FUNDAMENTOS DO METODO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

3.1. Introdugao

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi observada
pela primeira vez em 1945 por Bloch et al.20 e por Purcell et

al.19

. Desde entao essa técnica tem se tornado uma poderosa
ferramenta para a medida de momentos de dipolos magnéticos de
nucleos, para a caracterizagdo da estrutura de macro-moléculas,
bem como para estudar movimento de Ions e atomos em sdlidos e
liquidosz4. Nosso interesse em RMN prende-~se ao fato dessa tec-
‘nica ser nao-destrutiva, o que é de extrema importancia para o
estudo de sistemas biologicos.

Neste capitulo resumimos os fundamentos fisicos da
técnica de RMN para que bidlogos e nedfitos na area possam  en

tender o trabalho por nds desenvolvido.

3.2. Movimento de um nicleo atdmico num campo magneético
O objeto principal de estudo no fendomeno de RMN & o
nicleo dos atomos. A maioria dos nGcleos possui um momento de
. - - : . .
dipolo magnetico u . Se colocarmos esse dipolo na presenga de
- . -5 -
um campo magnetico Hb ele sofrera um torque dado por

>

> >
.T = u x HO : ' ) - {3.1)
0 dipolo magnético tenderia a se élinhar com o campo magnético;
quando alinhado com o campo, O dipolo assim permaneceria. Os n;
cleos, entretanto, poésuem tambeém um momento angular'intrinseco,
ou spin, 3, existindo a seguinte relagao de prcporcionalidade en
tre esse momenté angular e o momento magnatico dipoiar:

.

>

+ .



A constante de prOporcionalidade Y & denominada fator giromagﬁé
e para protons essa constante assume o valor de 4,25 MHz/kG. 0
torque, neste'céso, faz com que o vetor momento angular do nucle
o precessione em torno da diregao do.campo magnético, da mesma

forma que o torque exercido pelo peso de um pi§o faz com que o
vetor momento angular do piao precessione em torno do campo gra-
vitacional terrestre, como mostrado na Figura 3.1 . A equagao

de movimento do momento angular J &

aJ
>
= 3.3
atc T (3.3)
Levando (3.2) e (3.1) em (3.3) temos
1 dﬁ _ > > )
”;' at nox Ho : (3.4)

considerando a diregao do campo magnético como a diregao z, ou
seja, considerando o campo magnético dado por ﬁo = Hoé, uma so-

lugz@o da equacgao diferencial 3.4 é dada por

= W
ux uosen Ot
. H = H cosWw t : l' (3.5)
y o [e}
U= u
z oz
onde '
= ' ‘ S 3.6
0 Y Ho A . ( )

e a chamada frequéncia de precessao de Larmor.

Num agregado de spins nucleares, como & o caso da-
matéria condensada, os spins nao precessionam livremente em
torno de ﬁb . Devido as interagOes entre os spins nucleares -
as vibragoes dos atomos, as chamadas interagdes spin-rede, os

spins tendem a ceder aos atomos que constituem a rede sua ener-
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Figura 3.1 : (a) Precessao livre do vetor momento de dipolo magnéti-
co em torno da diregcao do campo magnetico.

(b) precessao do vetor momento angular de um piao em
torno da diregao do campo gravitacional terrestre.



gia potencial de interacao com o campo magnético, dada por

-> > - '
U=-u .Hj (3.7)

isto significa que a résultaﬁte dos momentos magnéticos vai ten-
dendo a se alinhar com o campo magnético externo, assumindo o
seu valor de equilibrio.

Por outro lado, a existéncia de interag¢oes entre os
proprios spins faz com que as componentes x e y dos varios spins
que precessionam em torno de ﬁo se tornem gradativamente defaza-
das, até gue nao exista componente média de spin nessas direg6es.v

Essas consideragoes sobre a evolugao temporal da SOf
ma das componentes dos momentos magnéticos dipolares na matéria

21

condensada levaram Bloch a formular suas conhecidas egquag¢oes

. >
para as componentes Mx, M e MZ da Magnetizacao M (soma dos mo-

Yy )
- mentos magnéticos sobre um volume unitario).

3.3. Equagoes de Bloch

Consideremos uma amostra composta de um grande nﬁme—
ro de spins, colbcada em uma regiao onde existe um campo magnéti
co ﬁo na diregao z. A magnetizagao ﬁo na situagao de equilibrio

é escrita
M = XxH | _ (3.8)

onde XO e a susceptibilidade magnética nuclear estatica.
- - I3 ] -). ’ . 2
Se alem do campo magnetico uniforme Ho aplicarmos um campo giran

te no plano xy, como indicado na Figura 3.2, de componentes
Hx = chosw t

) i (3.9)
H =~Hlsenw t



M
/ \

. ~ . ~ -> -
- Pigura 3.2 : Precessao do vetor magnetizagao M . A.amostra esta
sujeita a um campo estatico na direcao do eixo z e

a um campo magnhetico girante no plano xy



-~ - - . —
a equagao de movimento de M devera considerar o campo total H,da

do por

-> -~
H = H.cosyt X - H

1 senwt ¥y + H_ 2~ (3.10)

1
assumindo forma diferente da equagao (3.4). Bloch sugeriu que a
equagao do movimento de M, além dos termos de interagao da magne
tizagao com o campo externo resultante, ﬁ, deveria incluir tam—
bem as intera¢des spin-rede e spin-spin. Propos, entao, as se-

guintes equagdes para Mo, Mo, M,

Y
aM_ M,
w® - y(MyHO + M H, senwt) — T;_
aMm M
EEX = Y(M,H, coswt - MXHO) —.TX" (3.11)
2
aM, Mo;Mz
I = Y(-M_H senwt - Mychoswt) + T,

onde Tl & o tempo de relaxagao spin-rede, ou, o tempo de decaimen

to da componente Mz da magnetizagao ao seu valor de equilibrio MO

e T2 e o tempo de relaxacao spin-spin, ou, o tempo de decaimento

- e

das componentes MX e My ao seu valor nulo de equilibrio. Resolven

do essas eqguagoes, obtemos

1 ‘ (2choswt)(wo—m)T2 + 2Hlsenwt )
My =3 Xo YT . 22 . 2.2 ‘ (3.12)
1+ (wo - )'T2 + Y HlTlTZ.
1 _ 2chosmt - (2Hlsenwt)(wO —w?Tz
My =35 X5 9T ) ) | (3.13)
‘ 1 + (wo - w) T2 + Y HlTlTZ
1+ (w - w)z'r%
M = X (3.14)
z o o 2.2 2 ,
: 1 4+ ( wo -0 ) T2 + Y Tsz
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.Na maioria dos experimentos reais, o campo magnético ao inves de
~ girante & linearmente polarizado, podendo ser da forma

H = Zchosmt , (3.15)

Podemos colocar as equagOes (3.12) e (3.13) em fungao das compo-
nentes longitudinal Xo'e transversais x' e x" da susceptibilida

de magnética nuclear

M =3 Xo T2 {(w~w )T.2H t+2H t }
X" 27 4 (oom?2 + v2i2pp. o %0’T2 1COoswETeH, senw
WomW Lo T ¥ H1%1%2
= X'2choswt +.X"2Hlsenwt
= 2Hl(x'coswt + x"senuwt) | (3.16)
T
_ 1 Xo¥o™ 2
My =3 T s )2T2 : 2H2T " {,2choswt—(wo—m)T22Hlsenwt}‘
0T T Y Mt
1
= XﬂZHlCOSwt - X 2Hlsenmt
" ] .
= 2H1(X coswt - y senwt) (3.17)
' onde consideramos
(w. - 0T
1 1 O 2
= = T, { : } (3.18)
X 2 Xo Yo "2 o 2.2 2.2 _
1l + (wo w) T2 + Y HlTsz
w _ 1 : 1
=2 x w7 { } (3.19)
X 2 "o o 72 2_2 2.2
1+ (‘“’o w) T, + Y HlTsz :

Como em nosso experimento trabalhamos com um campo H, de pequena

1
intensidade, podemos desprezar os terceiros termos dos denomina-

dores de (3.18) e (3.19), pois

YHST, T, << 1 o ' (3.20)

essa aproximacao conduz a

M =M =

z o Xolo (3.21)



X'| Unidade de
!
2 XoWoT2

(wo"m)Tz
_ x'{ Unidade de
I _
(b) = XoWo T2
4t
.2
-4 -3 -2 -l I 2 3 4
P W I S S
(wo-w)T2
- =2
--.4

Figura 3.3, : Curvas correspondentes as componentes da Susceptibi-
bilidade Magnética Nuclear
(a) absorc¢ao

(D) dispersao
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( -w)T
1+ (wy -w) T,
1 : 1
X" = sx 0 1,1 } (3.23)
. 270 o "2 1+ (o - w)2T2
o 2
11 .
A componente y & conhecida por absorgao e a componente X' por

dispers3do. Os graficos dessas susceptibilidades sao vistos na Fi
gura 3.3 . Observa-se que a largura & meia altura da absorcgao &

dada. por l/2T2 .

3.4. Detegao da Ressonancia; Indugao Nuclear

Se o sistema, constituido de um grande numero de s-
pins nucleares, estiver colocado no interior de uma bobina ali-
nhada com o eixo y, a variagao de My’ que corresbonde também a u
ma variagao no fluxo de indugao magnética dentro da bobina, pode
ser detetada. Um sistema capaz de produzir e detetar a variacgao
de fluxo & representado na sua esséncia naAFigura 3.4 .Nessa fi-
gura, T & a bobina transmissora que produziria o campo magnético
HX=2choswt e R a bobina receptora que detetaria a variagao de
My‘ A perpendicularidade entre as bobinas transmissora e recep
tora visa garantir a inéxisténcié na-bobina receptora de - flu-
xo de indugao magnética produzido pelé bobina transmissora.

2 forca eletromotriz (f.e.m.) induzida na bobina re-
ceptora & dada pela lei de Faraday:

ae :
£ = — —EEX— : | (3.24)

onde ?y & o fluxo de indugao magnética que atravessa a area das

espiras da bobina receptora. Como a variagdao de fluxo sO e produ



/
H
Y4 . 0O
Figura 3.4 : Representac¢ao esquematica do Sistema de Bobinas Cruza-

duas para detecao da Indugao Nuclear.,
As letras T designam a bobina transmissora que produz
O campo magnético 2H1cos wt e as letras R designam

a bobina receptora que deteta a variacao de M



15

b) Especies guimicas diferentes, mesmo contendo igual numero de

spins nucleares,apresentarao f.e.m. induzidas diferentes,em de

correncia dos diferentes tempos de relaxagao T,. Entretanto,pa

ra curvas suficientemente estreitas (wo>> 1/2T2), a integral
o0

_ 2 _,
J Ex" () aw = 89°n' V_ M_YH; W

e proporcional somente ao numero de spins nucleares da amostra,

sendo independente da largura de linha (1/2T2).
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4. MATERIAL E METODO , -

4.1. Aparelhagem Utilizada no Experimento
O espectrometro de RMN banda-larga utilizado em nos
sas analises de teor de oOleo, esquematizado na Figura 4.1 , cons

titui-se das seguintes partes:

a) Modulo de rédio—ffequéncia (RF) WL;ZlO com as sub-unidades :
TRANSMISSOR DE RF
E um oscilador de RF, sintonizavel na faixa de 2 a 35 MHz,fun
cionandé a niveis de potencia de até 100 mW. O oscilador de
RF gera o campo magnético varidvel HX = 2choswt na bobina

transmissora.

RECEPTOR E DETETOR DE RF

E um amplificador sintonizado a mesma frequéncia do transmi-
ssor que & ligado a bobina receptora. Apds a amplificacdo, o
sinal de RF & detetado produzindo-se um sinal de corrente con
tinua proporcional a amplitude da RF induzida pelos spins nu-

cleares.

SISTEMA DE BOBINAS CRUZADAS.

As bobinas cruzadés constituem a parte principal do espectro-
metro. Como ja deécrevemos,vesse sistema e formado por dua;
bobinas, a transmissora e a receptoré, desacopladas magnética
~mente pela ortogonalidade de sua aisposigéo. Uma malha de Fa-
raday garante o desacoplamento elétrico das bobinas. Parafu -
sos dotados de materiais condutores nas suas extremidades, ‘e
que podem ser movimentados nas proximidades da bobina transmis
sora, sao empregados para provocar deslocamen£OS'nas linhas de

forga do campo magnético da bobina transmissora. Isso possibi
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d)
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lita controlar o acoplamento magnético entre as bobinas trang

missora e receptora.

Sistema Eletroima-Fonte de Corrente Continua
0 eletroimao utilizado & o Varian E-~12 que produz na regiao
entre os nucleos de ferro (2,5 polegadas) campos magnéticos

de até 15 kG, com homogeneidade de 20 mG por polegada.

Registrador
O registrador utilizado & parte do sistema E-12 da Varian .

No seu eixo das abscissas é injetado um sinal proporcional a

(XY

intensidade do campo magnético ﬁo e no eixo das ordenadas
injetada a amplitude do sinal detetado pelo receptor.

Os espectros de RMN sao usualmente obtidos a uma frequencia
fixa (w), procedendo-se a variagao do campo magnético Ho’ ao
invés de fixar o campo magnético e variar a frequencia, co-
mo idealizamos na exposigao da teoria. O tipo-de conexao que
liga o registrador a fonte de corrente continua_que produz o
campo Ho' possibilita que esse campo seja variado, dentro de
determinados intervalos, atraves do:movimento da pena do re-
gistrador sobre o eixo das abscissas. Na pratica, pequenas

variagoes do campo HO sao manipuladas através desse procedi-

mento no manuseio do registrador.

Gerador de Audio

Para se aumentar a relagao sinal/ruido, o sinal induzido pe-

los spins €& modulado numa frequéncia de audio de 35 Hz e de-

tetado sincronicamente por um detetor em fase 3a mesma fre-
quéncia. Para se obter essa modulagao, o campo magnético .es—
tatico Ho é modulado por bobinas auxiliares que geram campos

magneticos de audio com amplitudes de 25 mG a 20G. Em conse-
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guencia dessa modulagao do campo magnético, o sinal detetado
passa a ser proporcional 3 derivada dEXJHO)/dHO da f.e.m. in-
duzida e nao a propria f.e.m. induzidan"(HO) . Na Figura 4.2
sao mostradas as curvas correspondentes a essas duas fungoes

relacionadas com a absorgao.

4.2. A Medida do Teor de Oleo em Milho por RMN

4.2.1. Seletividade do Método

Numa semente de milho existem duas fases3: a fase 11
quida,constituida de Oleos e agua e a fase solida, constituida de
carbohidratos, proteinas, etc. Como em todos esses compostos e-
xiste hidrogénio, a primeira vista parece impossivel medir conte
udo oleaginoso a partir de sinais de RMN do hidrogenio. Entretan
to, como o sinal de RMN dos hidrogénios pertencentes as espécies
solidas & muito largo, a intensidade de seu sinal & muito peque-
na. Assim, o sinal de RMN dos hidrogenios de uma semente & essen

cialmente proveniente dos hidrogénios da agua e dos acidos gra -

xos (Oleo).

4.2.2. Necessidade de Secagem das Amostras
Na figural4.3‘mostramos dois espectros de RMN °~ obti-

dos para a mesma semente. A figura (a) reproduz o espectro obti-

~do para é semente "in natura" com teor de umidade elevado e a fi
gura.(b) refere-se ao espectro obtido apos a secagem da semente.
0 espectro da figura (a) mostra o sinal do oleo (acidos graxos),

mais intenso e de menor largura de linha, sobrepésto ao sinal da

agua, menos intenso e mais largo. Isso indica claramente que o

conteudo de agua & da mesma ordeﬁ de grandeza do conteudo de ©O-

leo. Para evitar a detegao dos protons da agua & portanto neces-

saria a secagem prévia das sementes, para que a analise por RMN

forneca resultados precisos para o teor de Oleo.
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Observagoes de Wilmers et al.6 revelam que uma seca-
gem em estufa a,4OOC durante aproximadamente oito dias & sufici-
ente para a confiabilidade dos dados.obtidos por RMN para o teor

de O0leo. No presente trabalho adotamos tal procedimento.

4.2.3. Orientacao da Amostra

Cuidado especial deve ser tomado no sentido de situ-
ar a amostra na regiao de maior homogeneidade do campo'Ho,bem co
mo no centro da bobina receptora. Para que essa orientacao seja
facilitada, a semente & colocada em um tubo de ensaio possuindo
fundo em forma de cunha, permitindo que sementes de geometria u-
sual possam nele se encaixar, permanecendo fixas. O tubo conten-
do a semente & colocado num suporte que permite seu deslocamento
na vertical e rotacgoes em torno dessa vertical, até que a semen-
te esteja na posigcao ideal, que & indicada pela amplitude maxima
da linha de ressonancia. A orientacao leva em média dez minutos
porx eSpééimen, sendo talvez o aspecto mais negativo da analise
" do teor de Oleo pelo sistema RMN banda-larga e, mais recentemen-
te, tem levado melhoristas a preferir o'espectr&metro pulsado ,
que parece minimizar esse tempo 7’8.
4.2.4. Tratamento dos Espectros de RMN

. O espectrometro utiliZado'deteta a derivada da curva
de absorgao em relagdo ao campo magnético aplicado; uma primeira
‘integragao desta curva nos da a curva absorcao x campo aplicado.
Com uma segunda iﬁtegragéo e possivel determinar um nimero pro-
porcional ao numero de hidrogenios da fase fluida existentes na
’

semente.

Os espectros de RMN s3o diretamente armazenados na

memdria de um computador Varian 620-L, acoplado ao espectrometro.
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As sucessivas integracgoes sao efetuadas atraves de um programa

que utiliza o método dos trapézios para a integragao das curvas.

4.2.5. O Calculo do Teor de Oleo
Para chegar ao nﬁmero que fornece o teor de O0leo em

sementes, duas providéncias adicionais sao necessarias:

l. a pesagem das sementes
As massas das sementes sao preéviamente determinadas..Utilizg
mos para isso uma balanga digital éauter—Mod.4l4, com leitu-
ra de ate decimos de miiigramas.

2. a escolha de um padrao de 0leo
Imediatamente apds a obtengao do espectrc de RMN de cada se-
mente, e tragado o espectro de uma guantidade de Sleo tomada
como padrao. A obtencao do espectro do padrao de dleo  visa
possibilitar a determinacdo do teor de $leo na semente  por
comparagao. Assim s@ao minimizados fatores de erro no teor de
0leo, oriundos de flutuacOes proprias da aparelhagem, influ-

indo na amplitude do sinal, e cuja eliminacao nao & possivel

No caso do nosso trabalho, foi escolhido como padréo um 6lg
. - . 3 .
o comercial de milho, num volume de 0,1 cm™ (v_) e cuja mas-
4 h .
sa especifica (gp)'também foi por nos determinada.

As integrais obtidas a partir dos espectros da semente e do pa-

'dr3o e as massas de Gleo sao relacionadas da seguinte maneira :

IO mO Iom

. : n = —22Pb

I m (e} I

P P P

onde
Io = integral relativa ao espectro do 0leo na semente
Ip = integral relativa ao espectro do dleo no padrao
m, = massa de ©leo na semente
m_ = massa de 6leo no padrio (m_ =p v_) |
P P P PP
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A porcentagem em massa (0O) de Oleo na semente resulta, entao:

nm I

m
= _9 o = 2 P

0 - 100 (o? i o 100 (%)
s p s

4.2.6. Precisao do Método

Operando a aparelhagem com valores adequados de pé—
tencia da radio-frequencia, amplitude de modulagao, etc. ,o0 mé-
todo de RMN para a determinacao do teor de 0leo em milho reve-
lou-se altamente correlacionado com o método quimico (Gold-Fi -
sher)6. Além disso, a reproducibilidade de cada espectro & da
ordem de 3%, implicando em uma reproducibilidade no teor de Ole
o da .ordem de 7% (ou menocs), uma vez que a determinagéo do teor
de dleo no grao requer a comparagao das integrais corresponden-
tes aos espectros do grao e do padrao, com propagagao de erro .
Os demais fatores de erro, entre os quais a pesagem das amos -
tras e a determinagao da massa especifica do padrao, sao  des-
preziveis em comparagao com o erro implicito na feproducibilidg

de do espectro de RMN.
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4.3. Germoplasma Estudado -

4.3.1. Linhagens Utilizadas

Tendo em vista que o objetivo do trabalho era a de-
composicao do efeito do Oleo nas sementes em duas partes, uma de
vida ao genotipo da planta e outra devida ao genotipo da semen -
te, foram escolhidas oito linhagens com as seguintes caracteris-~
ticas:

1) Linhagens que diferiam no teor médio de oleo.

O estudo de sementes oriundas do cruzamento de linhagens con-
trastantes no teor de O0leo possibilitaria a determinacao dos
efeitos devidos ao gendotipo materno e efeitos devidos ao novo
gendtipo da semente, no teor de oleo.

2) Linhagens cujas sementes diferiam na cor do endosperma, possi
bilitando a identificagao das sementes proveﬁientes da auto-
fecundagao e sementes provenientes de cruzamentos.

3) Linhagens puras resultantes de pelo menos seis auto-fecunda -
coes e que porisso deveriam apresentar-se homoiigotas, de mo-
do a permitir o estudo da dgcomposigéo'do efeito fenotipico

" em efeitos geneticos e nao genético;.

Foram entao escolhidas guatro linhagens de endosperma branco de

teor médio de Sleo (+4,0%), denominadas L278, L243, L382, L654

equatro linﬁagens de endosperma amarelo de maior teor de oleo

(+5,5%) denominadas L2a-2, L28a—4,.L16b—7, L139%9a-10. Estas ﬁlti

.mas resultam do programa de selegao de linhagens para méior teor

de O0leo basexdo na anadlise individual de sementes por RMN efetua

do por Wilmers et al.6 .



4.3.2. Técnica Experimental

As quatro linhagens brancas foram plantadas em en—
saio com delineamento em blocos ao acaso, com 3 repetig6es, ins~-
talado em 20/11/78 na Area Experimental do Campus da Universida-
de Estadual de Campinas. Adjacentes ao ensaio foram plantadas
as quatro linhagens de endosperma amarelo. A distribuicao das
parcelas experimentais no campo e 0s cruzamentos previstos sao
mostrados na Figura 4.4 .

Cada parcela experimental foi constituida de um can-
teiro de 10 metros de comprimento, no espagamento de 1,0 x 0,4 m>
~com duas plantas por cova correspondendo a uma densidade de
50.000 plantas por hectare.

O ensaio foi submetido ao seguinte tratamento com
fertilizantes: 60 Kg/hectare de Nitrogenio na forma de Sulfato
de Amonio, sendo aplicado 20 Kg/ha por ocasiao do plantio e 40
Kg/ha quarenta dias aéés o plantio, em cobertura. Alem disso fo-
ram aplicados 80 Kg/ha de PZOS na forma de Superfosfato Simples
e 30 Kg/ha deszo na forma de Cloreto de Potassio. No  plantio

foi aplicado o inseticida sistemico Furadan G-5, na base de 20g/

10 m para proteger as plantas dos insetos Elasmopalpus lignosel-

lus e Spodoptera frugiperda, até os quérenta dias do plantio. Em

seguida as plantas foram tratadas com inseticida granulado a ba-

se de Aldrin.

4.3.3. Polinizagao

No florescimento, quando as plantas comecaram a emi-
tir espigas, foi iniciado.um trabalho de cobertura dé espigas
com sacos plést;cos de 5 x 18cm, para evitar a ocorréncia de po-

linizagOes naturais, Obviamente nao controlaveis.
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Figura 4.4 : Dlstrlbulgéo dos germoplasmas no experimento de campo. No experimento, com trés. repe-

tlgoes, as linhagens identificadas no trago interrompido correspondem as plantas cu-
jas espigas receberam uma mistura de 1:1 de polen da propria linhagem e polen da linha
gem de endosperma amarelo indicada na base do trago. As llnhagens adjacentes de endos-
perma amarelo e selecionadas para maior teor de Oleo cederam pdlen para os cruzamentos
indicados e foram também auto-fecundadas.
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ApOs a exposig¢ao total das paniculas, por ocasiao da
antese, as plantas com estigmas expostos protegidos peloé‘ sacos
plasticos estavam em condigSes para a execugao dos cruzamentos e
auto-fecundagOes previstos.

Para a coleta do polen, as paniculas foram cobertas
sacos especiais de papel de 20 x 45cm, logo pela manha. Ao final
de algumas horas, a quantidade de pdlen depositada nos sacos era
suficiente para que se procedessé a polinizagao. Considerando o}
fato de que as linhagens empregadas no trabalho eram homozigotas
juntou-se o polen de varias plantas de uma mesma 1inhagém, para
a obtengao de um maior volume de micrdsporos. Foram entao medi -
das e misturadas quantidades iguais de polen de duas linhagens a
serem cruzadas, uma de sementes'brancas e outra de sementes ama-
relas. Essa» medidas foram feitas com um recipiehte com volume
aproximado de 0,1 cm3, uma vez que o diametro do grao de podlen
desse material nao diferia significativamente. Com essa mistura
de pélen‘procedeu—se a fecundagao das linhagens brancas dispos -

tas no ensaio. Os cruzamentos foram divididos em guatro grupos.

* Grupo 1: L2a-2 (endospermé amarelé) x L278 (end.branco)
Grupo 2: L28a-4 (end.amarelo) x L243 (end.branco)
Grupo 3: L16b-7 (end.amarelo) x L382 (end.branco)
. Grupo 4: L139a-10 (end.amarelo) x L654 (end.branco)

Paralelamente foi feita a auto—fecundagéo das liﬁhagens amarelas
de maior teor de dleo. Apds as polinizacdes, as espigas ‘foram co
bertas com os proprios sacos de papel utilizados para coleta do

polen, assim permanecendo até a colheita.

4.3.4. Preparo das Sementes

A colheita das espigas foi efetuvada em 23/03/79, por

tanto 133 dias apds o plantio. De cada repeticao foram tomadas
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duas espigas que apresentaram boa granagao. Essas espigas foram
submetidas a uma secagem parcial ao sol, durante aproximadamente
dez dias.

De cada espiga amostrada foram marcados e separados
dez pares de sementes adjacentes constituidos de uma semente
branca e uma amarela. Esses pares foram tomados ao longo de toda
a espiga para eliminar o efeito da posicao das sementes na espi-
ga sobre a massa e conteudo de 6le09. Cada semente foi identifi
cada no seu par recebendo um nimero gravado com grafite no endos
perma. Também foram separadas dez sementes de cada espiga das 1li
~nhagens amarelas auto-fecundadas. Olnﬁmero de analises por RMN

totalizou 560 sementes, assim distribuidas:

PLANTAS LINHAGENS BLOCOS ESPIGAS SEMINTES TOTAL
Do ensaio - f 4 3 2 20 480
Das linhagens adja- 4 1l 2 10 80

centes (end.amarelo)

As sementes de uma mesma espiga foram entao acondici -

3 .
e submetidas a uma secagem em estufa

onadas emividros de 10 cm
a 4OOC, durante oito‘dias, objetivando reduzir o seu teor de umi
dade ao redor de 4 aiS%, sem afetar, enﬁretanto, a sua capacida-
de de germinagao.

A figura 4.5 & uma fofo de duas espigas de cruzamen-
tos. Pode-se notar a existéncia de dois tipos de sementes: semen

tes brancas que resultam de auto-fecundagao e sementes amarelas

fecundadas por polen de uma linhagem de maior teor de Oleo.



Figura 4.5 : Duas espigas de linhagem submetida a cruzamento. As
sementes brancas evidenciam auto-fecundagao. As se-

mentes amarelas sao resultado do cruzamento.
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4.4. BAnalise Estatistica dos Dados

A figura 4.6 ilustra o material estudado, estando re
presentados nas linhas horizontais os quatro grupos distintos de
cruzamentos e nas linhas verticais as frés repetigoes ou blocos.
Dentro de cada célula s3o representados os dez pares de sementes
adjacentes em cada uma das duas espigas amostradas. Deve ser sa-
‘lientado que a ordem e disposigao sistematica dos grupos e blo -
cos na figura nao correspondem, obviamente, & distribuigao das
plantas no campo. |

Para efeito de calculos intermediarios utilizando me
didas das caracteristicas massa, ou porcentagem de 50leo, em se-
mentés pareadas, denominamos:

Xai = valor da caracteristica medida na semente amarela compo

nente do i-&simo par
X,y = valor da caracteristica medida na semente branca compo
nente do i-&simo par
'4.4.1. O Teste t para observagoes pareadas

Para aplicar o teste t utilizamos a seguinte tabela:

. _ —
Xai Fpi - %ag T Xy (Xo5 ~ Xpi)

[

e o o NI .

60

A variancia das diferengas pareadas, sé , fol estimada pela ex -

pressao )
60 ' 2 ’ 60 ‘
I (RgymXpg) T = [T (XgymXpy) ) /€0
2 i=1 - 4 i=1 ~

8q T 60 x 59




Repetigoes

Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3
A A, 2,
Grupo —10—10— —10—10— —10—10—
E; By E, E, E, E,
a, A A,
Grupo —10—10— —10—10— —10—10—
E, E, B, By E; By
A, Ag A,
Grupo —10—10— —10—10— —10—10—
E; By E, B, E; By
A0 Aiy Aro
Grupo —10—10— —10—10— —10—10—
B, E, Ey By E, By
B B B
. 1 2 3

Figura 4.6 : Cada ceélula (Aj) corresponde'é parcela experimental,
constituida de duas plantas, espigas El e E,, cada
uma envolvendo 10 pareé de sementes adjacentes, uma

amarela e outra branca.
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e o desvio médio, d, pela expressao:

60
(X5 %p4)
i=1
d =
60

O teste t usado tem por finalidade testar a hipdtese que a média
da diferenga no par & nula. A hipdOtese & rejeitada quando os va-
lores de t sao significativos ao nivel de 5 e 1% de probabilida-

29
e

da . Se o valor de t nao for significativo conclue-se que a di

ferenga causada pelos genotipos contrastantes e hula.

4.4.2. O Teste F para observagoes pareadas
No ensaio de blocos ao acaso a variar.cia total foi

decomposta nas seguintes causas de variagao:

Variancia entre Grupos )

Variancia entre Blocos

Variancia da Interagao Grupos x Blocos

Variancia entre Espigas dentro dos Grupos e Blocos
Eséas variancias sao estimadas cdmvbaSe na soma de quadradcs e
graus de liberdade respectivos.'As somas de quadrados sao estima

"das da seguinte maneira:

Soma de Quadrados de GRUPOS (SQG)

c? | | ’

~ 7240

- 1 2
50 = eo~ Gr * €

2 2, .2
2+G3+G4)
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com
60 X,
Gj = §=1 T ;7 3=1,2,3,4 ; C= Gy+ G+ G+ G,

a variancia entre grupos envolve diferencas genéticas, pois cada
grupo envolve um cruzamento diferente de duas linhagens ao longo
dos tres blocos. Portanto,esta analise de variancia esta relacio

nada com comparagoes entre as linhas horizontais na Figura 4.6 .

Soma de Quadrados de BLOCOS(SQB)

2
1 2 2 2, ¢
SQg = g5 (B + By + By) 240
com
.80
B, = I 22X, 3=1,2,3
J i=1 %pi

O resultado da variancia entre blocos envolve apenas diferencas
ambientais, pois o0s quatro grupos apresentam as mesmas diferen -
cas geneticas. Esta analise de variancia esta relacionada com

comparagoes entre as colunas na figura 4.6 .

Sema de Quadrados de GRUPOS x BLOCOS (SQGxB)
2
_ 1,2 2 2, _ c° _ o
SQGXB hand 20 (Al + A2 + ----- + Al2) 24 SQG‘ SQB )
com 20
A, = I 2L, 5=1,2,....,12
3 i=1 *pi -

A variancia de interagao Grupos x Blocos & uma medida da intera-
~ ) . - | -
cao entre grupos e blocos. Mostra se as diferencas em caracteris
existentes entre grupos sao mantidas ou modificadas ao longo dos

blocos.
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Soma de Quadrados de ESPIGAS, dentro de GRUPOS, dentro de BLOCOS

12 2
(E, + E,)
SO = I l~(E2 + E2 ) — 2
E/G/B 1071 2 20
k=1 . k
com
10 X .

E. = 7 -2 . j=1,2

I i=1 %py
Esta variancia surge em funcao de diferencgas entre as duas espi-
gas dentro de cada grupo e dentro de cada repetig¢ao, referindo -

se, portanto, a diferencgas ambientais.

Soma de Quadrados TOTAL (SQT)

240 o,
i2  C

so. = (242 _ &
T X, 240

Soma de Quadrados do RESIDUO (SQR)
SQp = SQp= 805~ SQp= SO~ SO /6,5
Corresponde a variancia atribuida a efeitos ao acaso. Correspon-

de ao erro experimental.

Os Quadrados Medios sao dados em todos os casos por

SQyar ? .
OMyAR = g.L. | onde VAR refere-se a causa da variagao

Para o delineamento estatistico usado, o valor de F & calculado

da seguinte maneira

oM

GRUPOS F = =
- Mg /c/B

QMB

BLOCOS , F = -

My /6/B
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oM
GRUPOS x BLOCOS F S GxB
E/G/B
oM_
ESPIGAS,/GRUPOS/BLOCOS F = QME/G/B
R

4.4.3. Coeficiente de Variagao

O Coeficiente de Variagao mede a dispersao dos dados

ao redor da media. E calculado com base na seguinte tabela

- - 2 - - .2
X1 %aiX (X 17%5) Xy Fpi7¥p  KpiTXp)

A variével‘X representaria dados relativos a uma determinada ca-
racteristica para uma dada espiga. Observa-se que dados referen-
tes as sementes amarelas sao tabelados separadamente dos dados
referentes as sementes brancas.

O coeficiente de variacao, expresso em porcentagem, seria  dado -

por:;

Ua

X
a

C.V. 100

onde 0 & o desvio padrao e ia é a média da caracteristica estu

dada. Essas estatisticas sao estimadas da seguinte maneira:

10 . 10
p (X =X ))° - T X
o = i=1 X o= i=l
a 9 ! a 10
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.. Nos cruzamentos considerados no.presente -trabalho; feitosg a pay-: .
tir de uma mistura de pdlen de linhagens homozigbtés,'tanto o ge
notipo das sementes brancas como o das amarelas sao invariaveis
ao longo de uma mesma espiga. Portanto, o coeficiente de varia-
¢ao devera evidenciar apenas diferengas ambientais determinadas

pela posicao da semente na espiga.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito M&dio
" MASSA DE SEMENTES INDIVIDUAIS

S3o vistos na Tabela 5.1 os resultados médios para
essa caracteristica nbs quatro grupos estudados. Para cada grupb
sao mostrados na linha superior os valores obtidos em sementes
brancas e amarelas pareadas, bem como o resultado da aplicagao
do teste t aos dados referentes as mesmas. Na linha inferior fi-
gura o valor médio para a linhagem de endosperma amarelo auto-
fecundada.
GRUPO 1: as sementes amarelas nas espigés dé cruzamentos apresen -
taram massa de valor intermedi3rio em relagéo is médias dos pais
revelando efeito adlthO na transmlssao dessa caracteristica. O
teste t revela que a dlferenga genotipica entre sementes de co-

‘res distintas, dentro da espig37 e altamente significativa.'

GRUPO 2: As sementes amarelas do cruzamento apresentaram massa
superior d media arltmetlca dos pais, tendo ocorrido heterose de

6,8%. Também neste caso a diferenqa entre sementes brancas e ama

relas @ altamente significativa. 'ﬁmA

GRUPO 3: As sementes amarelas do cruzamento apresentaram valor
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medio muito proximo do valor médio dessa caracteristica na plan-
ta-mae (diferenca de 1%). Consequentemente o teste t nao foi sig

nificativo.

GRUPO 4: Os resultados foram bastante semelhantes aos obtidos no
grupo 2 para essa caracteristica. Nota-se a ocorréncia de hetero
se de 6,1% sendo a diferenga genotipica entre sementes bamarelas
e brancas altamente éignificativa.

Esses resultados mostram bom acordo com as observa -

9 10

¢oes de Curtis et al.” e de Kiesselbach™ , também utilizando tegc

nica de cruzamento de plantas diferindo na cor do endosperma.

PORCENTAGEM DE OLEO

Sao mostrados na Tabela 5.2 dados referentes as mé-
dias das porcentagens de Oleo nos quatro grﬁpos estudados. A
disposigao dos dados & idéntica 3 usada na Tabela 5.1 para a mas
sa. | |
GRUPO 1: Neste grupo os pais apreséntaram valores médios do te-
or de.61eo muito pr6ximo$ entre si. Esse valor praticamente foi
mantido nas sementes de cruzamento,'téndo ocorrido uma heterose .
muito baixa (1%), indicando uma tendencia para a existéncié de e
feito aditivo na traﬁsmisséo dessa caracteristica.
GRUPO 2: As sementesfamarelas.do cruzamento apresentaram  um téf
or ﬁédio'de 8leo 28% superior ao teorgdés sementes bfah@é%?baré*
adas, sendo esta a haior diferengé qenotipica ocorrida nos cruzg'
mentos. O teor de dleo mostrou-se de Qalor:intermédiﬁtid ao dos
pais, revelando ser o teor de 5led condicionadd principalmente
por efeito aditivo. Nesse caso ocoffe%‘b&rém’léve dominancia pa-
terna. | |
GRUPO 3: O teor médio‘nés sementes amarelas do.éruzamento foi de

valor intermedidrio ao dos pais, nao havendo manifestagao de do-
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minancia. A menor diferenca no teor . de 0leo, em consequéncia das .
diferengas genotipicas encontradas na mesma espiga, ocorreu nes+

te grupo (14%), -sendo esse valor altamente significativo.

GRUPO 4: Neste grupo tambem manifestou-se efeito aditivo na

transmissao do teor de O0leo, havendo leve dominancia materna.

Varios trabalhos confirmam a ocorrencia de efeito a-
ditivo para explicar efeito fenotipico no teor de 6leo.em semen-

tes de milho. Entre eles Dumanovic18 11

(1959), Dumanovic (1960),
Poneleitl4(1968) destacam a ocorrencia de uma leve dominancia do
genotipo materno nessa caracteristica. Poneleit e Bauman13(l967),

15 16

Ruskova (1974) e Gonzalez et al.

(1975) evidenciam a inexis-
téncia de efeito de dominancia. Reich e Alexander12 (1965) e
Dudley et a1.17(1977) revelam a existéncia de um efeito signifi-
cativo do gendtipo materno, condicionando o teor de 0leo nas se-

mentes. Nenhum dos grupos por nos estudados, entretanto, apresen

tou tal comportamento.

0 fato da caracteristica porgentagem de oleo ser
~ transmitida 3 progenie por efeito aditivo dos ‘genes representa
uma garantia de boas perspectivas em prbgramas de selegao para .
melhoramento ness& caracteristica.

O efeito aditivo proporciona a elevagdo rapida da
porcentagem de Oleo em plantas da populagao, usando selegao re-
corrente, através de sucessivos_cruzamentos entre plantaé~ de
- maior teor de Oleo.
| E importante obserVarmqs; ao final das consideragoes
sobre valores médios, que pequenas diferengés existentes entre
valores médios de caracteristicas em sementes brancas e amarelas
pareadas revelaram-se altamente significativas quando o estudo

foi feito através da analise individual de sementes.
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Isso pode ser constatado na Tabela 5.1 nos grupos 2 e 4 para a ca
racteristica massa. O mesmo ocorre no grﬁpo 3 para a porcentagem
de Oleo, como mostrado na Tabela 5.2 . Uma diferenca de 14% no te
or de O0leo entre sementes brancas e amarelas pareadas revelou-se
altamente significativa.

E nesse ponto que reside a grande importancia da ana-
lise do teor de Oleo ‘por RMN em sementes individuais. Pequenas di
ferengas genéticas conduzindo a diferengaé no teor de 6leo podem
ser detetadas dentro de uma mesma espiga, através da redugao de e
feitos de natureza ambiental, gue frequeﬁtemente mascaram os efei

_tos geneticos.

5.2. Analise da Variabilidade
5.2.1, Anilise da Variancia

MASSA bA SEMENTE

Considerando a Tabela 5.3, onde sao representadas as
variancias para a caracteristica maésa;.verificamos gue a varia -
¢ao entre grﬁpos, que compreende apenas diferengas genéticas, foi
altamente sigﬁificativa, mostfando que '0s grupos tomados aleatS -
riamente sao realmente diferentes. *

A variacao entre blocos também mostrou-se altamente
significativa, revelando a importancia dos efeitos ambientais en-=
tfe blocos na area experimenﬁal.

A interagao grupos X blocos também foi significativa
para essa caracteristica, indicando que os grupos variam relativa
mente entre si de maneira diferenté nos varios blocos.

| Verificamos, ainda, que variagBes gntre espigas, espi

‘gas/grupos/blocos, nao foram significativas; indicando a inexis-



‘téncia de diferencas ambientais significativas entre duas espigas
tomadas dentro de cada grupo, para as trés repetigoes, para massa

de semente individual.

PORCENTAGEM DE OLEO

Para a caracteristica porcentagem de 0leo os resulta-
dos da analise de variancia, mostrados na Tabela 5.4 , levam as
seguintes observagoes:

A vafiagéo entre os grupos foi altamenté significati-
‘'va, revelando existirem diferencas genéticas entre esses = grupos
de cruzamentos. |

| Nao foram observadas diferencas ambientais significa-
tivas na analise entre blocos, bem como inexistiu a interagao
grupos x blocos.

Entre as duas espigas tomadas dentro de cada grupo ,
para as trés repetigoes, manifestaram-se diferengas que sao tipi-
camente ambientais. Essas diferengas ambientais,que ocorrem entre
duas espigas dentro de uma mesma linhagem, constituem-se em grah—
de obstaculo para o progresso em programaé-de‘selegao que utili -
zam métodos convencionais destrutivos para andlise do teor de o-
leo. Isso porque a analise quimica exige amostragens compostas de
grande ﬁﬁmero de sementes de uma mesma espiga e os dados contras-
tantes obtidbs para o teor de 6leo em-espigas diferentes sao com-
parados e muitas vezes utilizados bara fins de-seiegéo. Como foi
.demonstrado, as diferengas entre espigas pode ser conséqhéncia de

~efeitos ambientais que reduzirao o progresso de selecgao.
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5,2,2, Analise de Coeficientes de Variacgao

MASSA DA SEMENTE

Na Tabela 5.5 sao mostrades os coeficientes de varia-
cao para massa de sementes nos quatro grupos de cruzamentos. Pode
se notar a ocorréencia de maiores coeficientes de variagao no gru-
po 1. Esse grupo teve como particularidade a ocorrencia de espi -
gas com pouca granagao, cujas sementes, em decorrencia disso,cres
ceram livremente, sem as pressoes laterais de sementes vizinhas e
xistentes em espigas de granagao normal. A maioria das sementes
nesse grupo apresentou geometria aproximadamente esférica e tama-
nho variado, evidenciando a inexisténcia de pressoes laterais. Os
~demais grupos, com sementes chatas na parte central da espiga, em
decorrencia da granacao completa, apresentaram coeficientes de va
riagéo menores. Aparentemente, a mudanga de geometria de semente
permite a manifestacao de maior efeito ambiental, que poderad con-
fundir-se com efeitos geneticcs.

Constatamés que os coeficientes de variacao, intima -
mente relacionados com diferengas ambientais dentro das espigas ,
variafam nés sementes brancas de 10,5 a 26,9% e nas sementes ama-
relas de 9,5 a 27,0%. Portanto, as'sémentes'de diferentes genéti

pos revelaram variabilidade nao-genética semelhante.

PORCENTAGEM DE OLEO

Para a porcentagem de Oleo,. como & visto na Tabela5.6
os coeficientes de variagao no grupo 1, com excegao da 32 repeti=-
¢ao, nao mostraram grande variacao como no caso da maésa, conside
rada anteriormente. Assim, o teor de Oleo em espigas pouco grana-
das com sementes arredondadas de volume semelhante pdrece nao ser
muito afetado pela alteragéo da geometria da semente.

" Verificamos para a porcentagem de O0leo, a existencia

de coeficientes de variagéo entre 3,8 e 24,1% para as sementes
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brancas e entre 4,0 e 24,0% para as sementes amarelas. . A maior
parte dos valores, entretanto, fica mais proxima do limite infe-
rior. No grupo 1, 32 repetigéo, os coeficientes de 24,1 e 24,0%
para as sementes da espiga 1 resultam nao tanto da forma arredon
dada das sementes, mas da variacao de volume gue frequentemente
ocorre em espigas mal granadas. Essas variagBes, tipicamente am~
bientais dentro da espiga, limitam consideravelmente a identifi-
cagao do efeito dos genes, mesmo quando se executa um brograma
de selecao para teor de dleo utilizando a analise individual por
RMN.

Portanto, & recomendavel como cuidado adicional, pa-
ra redugéo de efeitos nao-genéticos que, na amostragem de semen-
tes para analise, sejam selecionadas,en populacoes heterozigotas
espigas bem granadas para a comparacao de sementes normais com
mesma forma e tamanho. Assim procedendo, as diferengas genéticas

ficam mais evidentes e o ganho de selecao e acelerado.



ENDOSPERMA

GRUPO  LINHAGEM teste
branco amarelo t
mg
1 1278 204 (100)1 241 (118) 11, 74%*
L2a-2 - - 284 (1329) -
2 L243 271 (100) 288 (106) 5,53%*
L28a-4 - 268 ( 99) -
3 L382 255 (100) 258 (101) 1,03N.S.
L16b-7 - 281 (110) -
4 L654 237 (100) 252 (106) 5,65%*
L139a-10 238 (100) -

1 -~ os valores entre parénteses referem-se a valores relativos, to
mando-se a media das sementes de endosperma branco como 100 .

N.S. -~ nao significativo

* % ~ significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Tabela 5.1: Massa de sementes brancas e amarelas pareadas e massa
de sementes amarelas de linhagens selecionadas para
maior teor de acidos graxos, nos guatro grupos de cru
zamentos. ' '



ENDOSPERMA

GRUPO  LINHAGEM teste

branco amarelo t
1 L278 4,9 (100)7t 4,9 (100) 0,40N.S.

2 1,243 3,6 (100) 6 (128) 15, 6%%
L28a-4 - ' ;2 (144) -

3 1,382 4,3 (100) ,9 (114) 9, 64%%
L16b-7 - ,5 (128) -

4 L654 3,3 (100) ,0 (121) 13, 4%%
L139a~10 - 6 (170) -

1 - Os valores entre parenteses referem-se a valores relativos,
tomando-se a media das sementes de endosperma branco como 100.
N.S. - nao significativo

k% - significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Tabela 5.2 : Porcentagem de 0leo em sementes brancas e amarelas
' rpareadas e em sementes amarelas de linhagens sele-
cionadas para maior teor de acidos graxos, nos gua

tro grupos de cruzamentos.

z



Soma dos Quadrados

Causa da Variagao g.l. Quadrados Medios F
GRUPOS - 3 o 0,31  .33,.‘69**
BLOCOS 2 0,27 0,14 | 15,22**
GRUPOS x BLOCOS 6 0,23 §;038 4,1’3{.
ESPIGAS/GRUPOS/BLOCOS 12 0,11 | 10,0092 o,.gm;s. :
RSO0 . et g e A ~om_

_N.S.'- nao significativo _
*,%% -~ gignificativo respectivamente ao‘nivel de 5% e 1%

Tabéla 5.3 : Andlise da Varidncia paré-a caracteristica massa de
'semente amarela/massa de semente branca, nos.1l0 pa-
Xes se sementes de uma mesma‘espiga,,ngs qdatrb gru
pos de cruzamentos. [



Soma dos Quadrados

Causa da Variagao g.l. ; F
Quadrados Medios

GRUPOS 3 2,71 0,903 25,80%*

BLOCOS 2 0,09 0,045 1,28N.85.

GRUPOS x BLOCOS 6 0,08 0,013' 0,37N.S.

ESPIGAS/GRUPOS/BLOCOS 12 0,42 0,035 | 2,19%%*

RESIDUO 216 3,41 ‘0,016

N.é. - nao significativo

* % - significativo ao nivel de 1%

Tabela 5.4 : Analise da variancia para a caracteristica porcento
de O0leo de semente amarela/porcento de 0leo de se-
mente branca, nos 10 pares de sementes de uma mes-

ma espiga, nos quatro grupos de cruzamentos.



12 Repeticdo

22 Repeticdo

32 Repeticio

GRUPO ENDOSPERMA
El E2 El E2 El E2
%

1 branco 10,5 i2,0 19,0 15,0 26,9 17,1
amarelo 12,0 9,5 17,6 13,7 27,0 25,2

2 branco 15,5 11,5 ’ ' 4,8 ;
amarelo 7.8 8,6 ’ 4, 3,6 '
3 branco , , 6,7 , , 11,7
amarelo ' B 6,2 ’ ' 7,0

4 branco 3,3 5, 7, 9,2 oy ’
amarelo 6,5 3, 5,9 10,2 ’ r

notagao. E

Tabela 5.5

= espiga

Coeficientes de variagdo para a caracteristica massa

nos quatro grupos de cruzamentos e respectivas repe-

tigoes.



12 Repeticio 22 Repeticdo 32 Repeticdo

GRUPO  ENDOSPERMA
B, By B, By B, By
1 branco 10,9 7,7 3,8 7,6 24,1 7,6
amarelo 4,0 9,8 7,1 6,9 24,0 10,2
2 branco 8,2 12,8 13,3 6,6 8,1 9,1
amarelo 6,1 7,6 . 7,0 7,8 9,8 ,
3 branco 3,9 11,4 4,6 10,0 8,2 8,5
amarelo 9,3 6,5 , 6,4 7,5 11,5
4 branco 9,0 6,2 9,2 6,7 8,8 13,9
amarelo 12, 5,7 9, ’ '

6,8

notagao. E

Tabela

-~

.6

= espiga

Coeficientes de Variagao para a caracteristica porcenta-

gem de 6leo nos quatro grupos de cruzamentos e respecti
vas repeticoes.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho permite as seguintes conclusoes:

- Os quatro grupos de cruzamentos aprésentaram baixa heterose pa-
ra massa e para o teor de 0leo, revelando nessas caracteristi -
cas predominancia de efeito aditivo, o que demonstra a grande
potencialidade de programas de selegao recorrente para elevar o

teor de acidos graxos em cultivares de milho.

- Em tres dos quatro grupos estudados, onde as linhagens parentais
diferiam na concentragao de lipideos, em media, 52% do teor de
O0leo pode ser explicado pelo genotipo materno e os restantes 48%

pelo novo gendtipo do grao.

- Diferengas geneticas de apenas 14% para o teor  de 0leo puderam
ser detetadas através de analises de sementes individuais, usan
do técnica de RMN. Isso mostra a importancia da selegao em graos
indiviauais, detetando diferengas entre gen6tipés das sementes

na mesma espiga, que irao acelerar os programas de selegao para

~teor de Oleo. ) .

- Coeficientes de variagao em amostras de sementes individuais
dentro de espigas indicaram a importancia de cuidados na amos -
fragem de sementes individuais. As sementes devém ser colhidas
da parte central de. espigas bem~granadas para se evitar o con-
fundimento de efeitos de forma e volume com genes que condicio-

nam maior teor de lipideos em milho.

- A produgcao de hibridos de milho de alto teor de Gleo deve utili
zar linhagens com alto teor de Oleo para se evitar variagoces ge
néticas indesejaveis que poderiam ocorrer em consequencia da se

gregagao, reduzindo o teor médio de Oleo nas espigas.
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7. RESUMO

Efeitos geneticos e fenotipicos sobre a massa e sobre
o teor de 0leo das sementes foram esﬁudados em cruzamentos entre
guatro linhagens homozigotas de milho de endosperma branco e teor
médio de O0leo com quatro linhagens homozigotas de endosperma ama-
relo selecionadas para maior teor de O0leo. As linhagens de endos-—
perma foram plantadas em experimento com delineamento em blocos a
o0 acaso com tres repeticdes. Adjacente as linhagens de endosperma
branco foram plantadas as guatro linhagens de endosperma amarelo
de maior teor de Oleo. Cada linhagem de endosperma branco foi de-
signada para ser cruzada artificialmente com uma determinada 1i-
nhagem de endosperma amarelo, formandoc quatro grupos de cruzamen-
tos. Os cruzamentos foram caracterizados pela fgcundagao de cada
linhagem de endosperma branco com uma mistura de polen da propria
linhagem e polen da linhagem de endosperma amarelo, na proporgao
de l:1 . Para um estudo comparativo, as linhagens de endosperma a
- marelo, de maior teor de Oleo, foram também auto-fecundadas.
R Para as analises, foram tomadas duas espigas de cada
grupo de cruzamento e de cada repeticaoc, bem como duas espigas de
cada linhagem de endosperma amarelo auto-fecundada. Em cada espi-
ga dos cruzamentos foram marcados e separados dez pares de semen-
tes adjacentes de cores diferenteél tbmados aleatoriamente ao lon
go de toda a espiga, totalizandé 480 sementes. Foram ana;isadas
também dez sementes de cada espiga das linhagens de endosperma a-
marelo auto-fecundadas, totalizando 80 sementes. Determinou-se,en
tao, a massa e o0 teor de Oleo de cada semente individualmente. A

/

analise do teor de O0leo foi efetuada pela técnica de RMN.
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Para cada grupo de cruzamento foram tabelados e discu
tidos valores médios de massa e teor de dleo, registrando-se sepa-
radamente os valores médios em sementes brancas e amarelas.

Os resultados indicaram ausencia de heterose e impor-
tancia de efeito aditivo para a massa e o teor de O0leo nas semen -
tes. Cerca de 52% do teor de Oleo na semente & explicado pelo ge-
notipo materno e cerca de 48% pelo efeito do novo gendtipo da se-
nente. |

Foram feitas consideracoes sobre a possibilidade de
se acelerar o ganho de selecao de plantas para maior teor de Oleo,
destacando-se a utilidade da analise individual por RMN, o tipo de
amostragem de graos individuais, e a conveniencia de se cruzar li-

nhagens de alto teor de Oleo para a sintese de hibridos de milho.



53

8. BIBLIOGRAFIA

T.F.'Conway (1961)

Determination of Fat by Nuclear Magnetic Resonance
Proceedings of a Symposium on High 0il Corn
College of Agriculture, University of Illinois
Urbana, Illinois, March 1961, p 29

T.F.Conway, F.R. Earle (1963)
Nucleaxr Magnetic Resonance for Détermining 0il Content of Seeds
Journal of the American 0il Chemist's Society, 40, 265-268

T.F. Conway (1971)

A Wide-Line NMR R-F Saturation Method to Measure Fat in
Moist Samples of Defatted Corn Germ

J.A.0.C.S., 41, 54-58

D.E.Alexander, L.Silvela, F.I.Collins, R.C.Rodgers (1967)
Analysis of 0il Content of Maize by Wide-Line NMR
J.A.0.C.S., 44, 555-558

D.L.Garwood, E.J.Weber, R.J.Lambert, D.E.Alexander (1970)
Effect of Different Cytoplasms on 0il, Fatty Acids, Plant
Height, and Ear Height in Maize

Crop Science, 10, 39-41

M.C.C. Wilmers, C.Rettori, H.Vargas, G.E.Barberis, W.J.. da Silva
Single Corn Kernel Wide-Line 0il Analysis for Breeding Purpose
Revista Brasileira de Fisica, Vol. 8, N9 3, 1978

P.N.Tiwari, P.N.Gambhir, T.S.Rajan (1974)

Rapid and Nondestructive Determination of Seed 0il by Pulsed
Nuclear Magnetic Resonance Technique

J.A.0.C.S., 51, 104-109

S.Ratkovic, J. Dumanovic, L. Ehrenherg (1975)

On a Fast Pulsed NMR Method for Oil Percentage Determination
in Bﬁlk Samples Without Weighing

Newsletter, May, 1975, n? 4, 20-23



54

9 - J.J.Curtis, A.M.Brunson, J.E.Hubbard, F.R.Earle (1956)
Effect of the Pollen Parent on 0il Content of the Corn Kernel
Agronomy Journal, 48, 551-555

10~ T.A.Kiesselbach (1960)
The Significance of Xenia Effects on the Kernel Weight of Corn
Research Bulletin 191, June 1960, Univ.of Nebraska College
of Agriculture, 1-30

11- J.Dumanovic (1960)
Inheritance of Oil Content in the F, Generation of Hybrid Maize
Zborn Rad. poljoprivred. Fak/Rev
Res. Wk. Fac. Agric. Beograd. 1960: 8: n? 303: p 11

12 - V.H. Reich, D.E.Alexander (1965)
Maternal Effect on Fatty Acid Distribution and Quantity of 0il
in Cor:
Abstracts of the Annual Meetings of the American Society of
Agronomy, held at Columbus, Ohio on October 31-November 5,
1965, pp 134

13- C.G.Poneleit, L.F.Bauman (1967)

A Diallel Analysis of the 0il and Fatty Acid Characteristics
of Nine Inbred Corn Lines
Agron. Abstr. Madison 1967. p 22

14- C.G.Poneleit (1968)

Diallel Analysis of Fatty Acids in Corn (Zea Mays L.) 0il
Diss. Abst. 29. Order n? 68 - 12601. p 847B

<

15~ K.Ruskova (1974)
The Effect of the Direction of the Cross on 0il, Protein and
Lysine Content in the Grain of Maize
"Genetika i Selectsiya (1974) 7(5) 353-360 ‘
Plant Breeding Abstracts, Julho 1975, 45, n? 7, p 422

16- J.Moreno Gonzalez, J.W.Dudley, R.J.Lambert (1975)
A Design III Study of Linkage Desiquilibrium For Percent Oil
in Maize . ’

Crop Science 1975, 15, 840-843



17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

55

J.W.Dudley, R.J.Lambert, I.A. de La Roche (1977)
Genetic Analysis of Crosses Among Strains Divergently
Selected for Percent 0il and Protein

Crop Science (1977, 17, 111-117

J. Dumanovic (1959)

The Effect of Heterosis on O0il and Protein Content in the
Grain of Intravarietal and Interline Maize Hybrids

Zborn. Wk. Fac. Agric. Beograd 1959: 7: nQ 284, p 77

E.M.Purcell, H.C.Torrey, R.Pound (1946)
Resonance Absorption by Nuclear Magnetic Moments in a Solid
Physical Review, 69, 37-38

F.Bloch, W.W. Hansen, M.Packard (1946)
Nuclear Induction
Phys.Rev. 69, 127

F. Bloch (1946)
Nuclear Induction
Phys. Rev. 70, 460,474

N.Bloembergen, E.M.Purcell, R.V.Pound (1948)
Relaxation Effects *n Nuclear Magnetic Resonance Absorption
Phys. Rev. 73, 679-712

E.R.Andrew (1969)
Nuclear Magnetic Resonance

Cambridge at the University Press

A.Abragam (1961)
The Principles of Nuclear Magnetism

Oxford University Press

E.H. Rogers (1960)
NMR and EPR Spectroscopy = Cap. T

Pergamon Press

C.P.Slichter (1978)
Principles of Magneti¢ Resonance

SpringerQVerlag



27 -

28 -

29 -

R.Cencovsky (1978)
Melhoramento e Produgao do Milho no Brasil

Fundagao Cargill

G.Bandel (1978)
Melhoramento e Produgéo_do Milho no Brasil

Fundagao Cargill

R.G.D.Steel, J.H.Torrie (1960)
Principles and Procedures of Statistics
McGraw Hill Book Co., Inc.

56



