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INTRODUGAD

0 intuito do presente trabalho, consiste na obtengao
de uma alternativa ao método quimico e visual psras a selegao de
plantas com maior tecor de gdcidos graxocs nas semgntes.

0s métodos exlstentes oferecem progresso lento e
baixa eficiéncia. O problema & ainda agravade pels impossibilida-
de da utilizagdo no pafs de cultivares selecionados em zonas tem-
peradas. Num clima tropical as variedades introduzidas podem se
comportar de maneira totalmente diferente do local de origem. As
alteracbes no cicle da planta em fungac da temperatura e fotope-
riodismo podem reduzir sensivelmente a sua produtividade.

D vegetal escolhido para o nossc estudo fol o mi-
lhe, que apesar de nac ser uma planta oleaglinosa, tem enorme im-
portancia no pafs. 0 melhoramento visando malor quantidade de aci
dos graxos nas seamentes tem bastante interesse, uma vez que 0s
dcidos graxos do milho apresentam alta qualidade nutritiva.1’2

0 melhoramento de plantas tem alto valor econamico,
porque proporciona & elevagac da produtividade dos vegetals, sem
alterar significativamente o custo da produgao, preservando ainda
a qualidade do meio ambiente.

Um dos maiores problemas do melhorista consiste na
técnice de identificagao dos efeltos dos.genes gue controlam ca-
racteristicas de valor econcmico do vegetal. Quanto melhor  es8a
identificagdo mais rapido sera o progresso de selecao, uma vez
que a frequénecia de genes favoraveis & sumentada mais rapidamente
para um mesmo nimero de geragoes de cruzamenta por unidade de
thmpo. com o aumento do numero de plantas com caracterictlicas de-

sejaveis dentro de uma populagan, obviamente aumenta-se & prcduti



vidade da nova variedade selecionada.

Qutra ponto importante € o melhor controle dos game
. tas de um individuo de caracter{sticas desejaveis. Com isso aumen
ta-se ainda mais o ganha de selegéo.s Dali, a grande importancia
de metodos nao destrutivos para a selegao de sementes.

A Ressonancia Magnética Nucleer, RMN, &€ uma formade

espectroscopia de RF4'5

+ cujo principio béasico na aplicacgao em
analises de o0leo, nos da contagens seguras dos nicleos de hidrogé

nio em olecs liguidos.

Existem basicamente trés técnicas de detecgao da
RMN, ou =eja, RMN pulsadoe. de alta resolur;éio4 g de onda conti-
nua7—9, que garantem andlises rapidas e precisas da gquantidade de

oleo em sementes de milho.

No naosso casco, temos disponivel um equipamento de
RMN de onda continua, Wide-Line, cujo funcionamento basico encon-
tra-se no caplitule 2 deste trabalho, que possibillita medidas da
concentragao de acidos gr.oxos num grao de milho, como esta discu-
tido no terceiro capitulo.

As -sementes seleclonadas com alta e baixa porcenta-
gem de 0leo, servirao para a sintese de hibridos e sintéticos, cg
mo esta explicado no capftulo 3.

A primelra parte desta dissertégéc. apresenta os as
. pectos tedricos basicos utilizados para‘D desenvolvimento deste
estudo. Por ser uma tese experimental e principalmente de aplica-
cado da técnica de RMN, nao cabe neste trabalho um estudo mais de-
talhado da teocris envolvida, senao o necessario para o desenvolvi

mento do mesmo.

e



CAPITULGC 1

ASPECTOS TECRICOS

1.1 Principios Basicos da Ressonancia Magnetica Nuclear

Os primeiros experimentos de Ressonancia Magnética

" Nuclear, foram realizados em 1948 por Purcell, Torrey, Pound10 =]

Bloch, Hansen e Pachard11.
| A RMN consiste de uma tecnica espectroscopica que es
tuda a naturezae dos niveis de energis de sistemas materiais, e as
transigoes induzidas entre esses niveis, através da absorgao ou
emissao de radiagac eletromagnética. Sua tecria possui uma ampla
bibliografia12-14. e para o desenvolvimento deste trabalho, deve-
remos estudar basicamente as gguagoes de Bloch, gue descrevem as
propriesdades magnéticas do nicleoc =sob a acao de um campo magneti-
co sxterno.
Ascgim, o momento magnetico de um.proton ao ser colp

cedo num campo magnético externo H, interagira com o mesmo, segun

do &8 Hamliltonlana:

% = - o ﬁ: —‘YN.n -"’iu-f » [1]

" onde EN “e o momento magnéticao nuclsar do proton, Yy @ razao giro
magnética nuclear, T a constante de Planch dividida por én ] f o]
operador de spin nuclear./

Da teoria da Mecanice Quantica, sabemos qus os esta
dos de spin sa0 quantizados e gque a componesnte my do vetor spin

nuclear em uma dadsa diregcao podera assumir somente determinados

valores de um conjunto discreto gque varia de I, I-1,'....; -I.Exis



tem 2I + 1 estedos de energia ncs quais uma certa distribuigao de
epins poderad se localizar. No caso do nicleo do hidrogénio,

I =1/2 e teremos 2 nivels de erergia, os quailis denotaremos por

a e B, com m 172 e mp o= - 1/2 respectivamente.
A diferenga de energia AE entre esses dois niveié e
dada por Y, T H. que també&m pode ser escrita como gNBNH, onde
By € o chamado fator g nuclear e BN o magneton nuclear.
Se temos um sistema de N spins a uma certa tempera-

- L. 5
tura T, imersce num campo magnetico estatico HD. os mesmos deve-

rao se distribuir nos estados g e R segundo a lei de Bgltzmann:

_AE
No= N e T (23
B a
como Na + NB = N, podemos reescrever a equagac (2) na forma:
S Ny = = (3)
’ L€ (BE
1+e kT 1+e KT

Naes condigoes usuais de trabalho AE <« kT e a expen

sac das exponencials em séries leva a:

Introduzindo a diferenga de populagao n entre os es

tados o 8 B fica-se cam:

_ 2 - Lon- |
Na = 2(N+n] NB = 2[N nJl (4)

Pera induzirmos trensigoes entre os niveis, temos

que aplicar uma perturbagao no sistema. Esta perturbagao e dada



- - = . = -

pelo-campo de radio frequencila H1 cuja diregac e perpendicular a
- - - -

 Hd' Esse campo e dependente do tempo e sua frequencia v e tal que

hv & igual a diferenga de energia entre os niveis. Desta forma,

temos & condigac de ressonancia, ou seja:
hv = AE = gNBNH0

0 nimero de trarsigoes obtido por métodos estatfstl

' cos, & dado por:

2 o> 2
o8 -;—]<B|H1[t}1a>| §(E -E -hv)

P

0 termo |<B|ﬁ1[t]la>12 € a probabilidade de transigao induzida Way !

Esta, € a mesma tanto para transicgoes de o para B, como de B pare

+ 1

A variacdc na tempo do ndmero de spins no estado o

rm termos de PaB fica dada por:
—% - NP, -NP . =-Pn (5)
dt B Ba :

Substituindo (4) em [5) encontramos:

dn _ _
ot 2Pn :

cuja solugado & do tipo

) n(t) = n(o) e 27° (8)

Nota-se nesta Ultima equagao, que com o decaimento

-

exponencial, a diferenga de populacao entre os niveis tendera a



a desaparecer com o decorrer do tempo. Apesar da diferenga ini-

ciel na populagao n(0}, temos a introdugac do fenomeno da satura-

gao.
Alem das transigtes induzidas, ocorrem tambem as
espontaneas, devido & procura da condigao de equilibrio. Essas

transigoes espontdneas, denominadas relaxagdo, sao representadas
por dois tipes de mecanismos. O primeiro deles g caracterizado pe
la busca do equilibrio da populagao dos niveis de energia. Isso
faz com que haja uma interaczo entre os spins e a propria rede
num tempo Tq, coenhecido come tempe de relaxagao spin-rede ou lon-
gltudinal. Portanto, T1 & o tempo necessario para que os spins
troquem energia com sua vizinhanga.

No segundo tipc de mecanismo, temos uma troca de
energia entre os proprios spins. Este tipo de relgxa;én deve-se
principalmente as componentes dos diferentes campos magneéticos lc
cais que sertem esses spins, & & caracterizade pelo tempo de rels
xagao spin-spin ou transversal T2. A combinacac dcalcampas magné-
ticos locais com o campo magnético externo aplicado, faz com gue
haja um deslocamento da frequencia de ressonancla. Istc explica

o relacignamento desse tempo T, com a largura de linha da resso-

2
nancta, comoc serd visto no decorrer deste estudo.

D cdlculo dos tempos de relaxagao, assim como a
teoria dos mecanismos destas, constituem uma parte muito estudada
é complexa, tendo assim uma ampla biblicgrafia. razao pe}a. gual -
apenas citamos sua existéencla para o entendimento da fenomenclogia
da técnica da RMN,

S5e chamemos waB a probabilidade de transigao expon-
tanea de o para B, por analogia a (57, ficaremos com:

dnN

)
—_— = N -
dt BwBa NawaB



Be (4] e (7), resulta gue:

dn [n~n03
R _ (8]

1
onde n, representa a diferenga de populagdo em equilibrioc térmico,
valendao N[(wsa-wasl.(w6a+wasll e 1/T1 = waB + wBa, o inversc do
tempo necessdrio para adquirir esse equilibrio.
A esta altura do nosso estudo, € conveniente que
comecemos & analisear o problema da Ressonancia Magnética Nuclear

sgb um ponto de vista macroscopicoe. No lugar dos protons com mo-

- 3 -+ - ] - -
mento magnetico ¥, introduziremaos a maegnetizagac nuclear A que e

a somatoria desses momentos.

Consideraremcs o campo magnético externc estatico
'ﬁo aplicedo na diregac K. A componente z da megnetizagac, que &
diretamente proporcicnal & diferenga de populagao n, & dada por

analogia 2 (8] por:

dM (M_-M )
—z o - % 0o (93
dt T

onde M_ & a magnetizagdo inicial, M = x H .
a) o 0 o

Da mesma forma, as componsntes x e y ficam:

gm oM dm, M
= — = -.._l 1
dt T, € dt T (107

Oeduzidas as equagbes gue degscrevem & interaczo en-
. - -

tre o momento magnetico do proton e o campo magnetico H, estudare
mos o movimento dessa particula sob a agdo desse campo.
Utilizando a representacdc de Heisenberg:

+

du au
N N 1 e
t © 3t T In [UN’%]




teremos para a magnetizagao

+
% = Y(MxE) (11)

Essa Jltima expressao descreve o movimento da magne
tizagéc nuclear de um conjunto de spins livres.
Introduzindo a2 eguagao (11) o efeito da relaxagéo

das equagoes (8) e (10), ficamos cam:

- £ R (12)

que s30 conhecidas como Equacdes de Bloch.,

Mudando do referencial do laboratorio (I,J,K) pare
- - -
um gue gira com o campo da radio freguéncia Hq[tlg podemecs rees-

crever & equagac {12) da forma:

> uft+v3e M_-M
.fli"t_ - Y(R'xA") - - - 2.2k (13)
2 1
ande
-
Hy = H, 1
-

M* o= ult o+ v3te MR

=4
]
+
IE
>
+
xI
H=

(H
o

Substituindo HOY por w0 e HTY por W,

> [mo-m]R‘+m1i’ _ AmR’+w1{’;
Y Y




@ 8s trés componentes da magnetizagdo no novo referencial ficam:

du u
p—— = AU_)V - —
dt T
dv _ o
E e

o
=
—
=
N
b
=

As solugoes estacicndrias para es equagdes acima

Il
dMm'’

‘880 encontradas fazendao-se e

= 0 e desprezando-se os efeitos

transientes

2
YH, T2 (w_-w]
u = M 12 o (14)

o -
2 2 2.2
- 7T
1+T2[w mO] +y h1.1T2
YH T
v = M 1.2 (15)
o 2 2 2
1+T2LA-wD] +y H171T2
, 1+T§[w ~w) 2
M = M 9 (16)
rad w]

2 2. .22
1+T2[m mD] +y H1T1T2

> .
Escolhendo H1 no referencial do laboratario como sen

-da H = H,cos wt ou em sua forma complexa H = 2H e-iwt, rees-
1x 1 . 1x 1
creveremos a magnetizagao M, como:
Mx = U coswt + v senwt ' (173
ou
Moo= 2H, e ¥ty ,
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onde
X(w) = X' (w) + iX"*{w)

@ a susceptibilidade magnética complexa.
Esta magnetizagao para ter sentido fisico, deve ser
constituida scmente da parte real da sua forma complexea, Conseguen

témente.

eiwt]

=
]

-1t
H1[X[w]e O * ()

=
n

x 2H1 X'(w) coswt + 2H1X"(w] senunt (183

Comparando as equacgces (17) e (18) tiramos as rela-

goes das componentes da esusceptibilidade, ou seja:

2
To{w -w)
X' (w) =-;-m0 20 (19)
2 2 2.2
1+T2[wo-w] *YNH1T1T2
T
X"(w) = %mc 2 (20)
2 .32 .22
‘1+T2(wD w) +YNH1T1T2
A poténcia da RF absorvida por um sistema de spins
é dada por:
> dHl '
P = - M= ' {21)
t .
como
- - :
H, = H 1 = 2H, coswt R
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d H
P o= - mx — X = 202 Xy
dt

‘. a por (18), (22) e (2G)

T2

2, .22 2
'H-Tszcl Wl +y T1T2H1
Para relacionar essas equagoes com a parte experimen

tel propriamente dita da RMN, devemos observar que uma curva

Lorentziana normalizada tem a forma

:
2 ! (24)

2 m 1+T§[Aw]2

. Aande 1/T2 € a largura desta curva, tomada na metade de sua altura
maxima.

Se o termo YH3T1T2, conhecido cemo fator de satura-
¢ao, na eguagao (23) da prténcia absorvida for pegueno, a absorgao

de energia tomarz a forma de uma curva Lorentziana. Portanto, uma

manelra de expressarmes a potencia absorvida de um campo ﬁ1 PO um
sistema de spins imerscs num campo magnetico, seria:
P = HZ M wr 2T, (Aw) ' (25)
1 o 2

A maxima sbsorgaoc de potéencias ocorre na ressonancia,

g vale

(28}

Caso haja saturagac teremos
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HZ M_wn
P = g (Aw) (27)
2 T!
T+y HIT,T, -2
2
onde 1/Té = %L {1+Y2H1T1T2]1/2 implica num alargamento da curva de

Z
ressonancla.

Até o presente momento nao consideramos efeitos tais
como a inomogeneicade do cempo megnetico aplicado, ocu mesmo a inte
ragao magnética entre os protons do ndcleo com os elétrons gque oS

rodeiam. Se temos um AH que caracteriza a nac hamogeneidade dc cam

po magnético externo aplicado, teremos as frequencias de Larmor
No gntre os intervalos wg + X B wg + x+dx. D termo wg represen-
ta o valor mais frequente de uma distribuigac normalizada hixldx

dos spins com frequencias entre os intervalos citados. Para esses
spins sao validas as sclugdes estacionérias cde u,v, e Mz das equa-
goes 14, 15, 16 substituindo-se Aw por w2+x—w 2 lntegrando por to-

do x. A egquagac da poténcla absorvida fica:

2 =]
H1N0wﬂ o
P = g, {w _+x-wlh{x)dx {281
14y 2RET T To o
Y Pl e

Assumindo gque a mudanga na largura da linha da resso
nancla & determinada exclusivamente pela inomogeneidade do campo,

tomaremas a dependéncia em x de h(xldx mais suvave gque emgT.(wgﬂew].

2
Pertanto,
Hf M wT
P = = h(w~wg) (28)
2.2
1+y H1T1T2
Como a distribuigao h(xldx assume a forma de uma

curva Lorentziana teremos um alargamento na curva de absorgac de po

téncia em relacao a predita teoricamente.
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Quanto a analise das interagdes magnéticas do nd-
cleo, salienta-se o efeito magnético das correntes sletronicas in-
duzidas provenientes dos elétrons que rodeiam os nildcleos em gues-
tao. Estes causam uma pequena blindagem, fazendo com que o ndcleo
sinta um campo magnetico asdicionazl oposto ac externo aplicado, mas
proporcional ac mesmo. Esses caﬁpos adicionais locais, variam ° de
acordo com © aembiente guimico em gue se encontram os nlcleocs e mo-
dificam a Hamiltoniana Zeeman de —gNBNHIz para -gNBN[1-c]HIz, onde
0 & a constante due caracteriza o deslizamento observado na fre-

quéncia de ressonancia.

1.2 0 Milho - Zea Mays

C milho & uma espécie de planta originaria da Améri-
ca.re que hoje & cultivada preticamente em todo o globe, cujos an-
castrais ocorrem na Americs Pré-Eolombiana.15

Através da andlise da grande variabilidsde genética
encontrada e das descabertas arqueoldgicas de fosseis de pélen15 B
outras partes da espiga, acredite-se que a especle seja nétural do
México. 0 milho atual tem muite homologia cromossdamica com espe-
ties do genero Zea e Tripsacum, tendo na espécie Zea mexicana (teo
sinte) possivelmente seu ancesfral.

E um vegetal de grande variabilidade genetica e adap
tagao, gque & tao domesticado gue depende estritamente do homem pa-
ra sua scbrevivencia.
| No Brasil s&ao cultivados anualmente cerca de 12 mi-
lhoes ce hectares, sendoc esta a maior area cocberta por uma espécie
de planta econcmica nao pafs. Isso permite uma produgac de 186 a 20
milkoes de toneladas anuais que ccloca o pais compo 29 produtor mun

-

dial de milho no mundec.
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1.2.1 Aspectos Morfologicas

A boténica17 classifica as plantas em duas grandes ca
tegorias: as Fanerogamas, que produzem flores com estrutura bem de
finida, & as Criptogamas fue nao apresentam essas caracteristicas.
No primeiro grupo, encontramos as Angilospermas que desenvolvem fru
'fos @ sado subdivididas em meonocotiledoneas & dicotiledoneas. 0O mi-
lho 8 uma espécie monocotiledonea, por apresentar um tnico cotilé-
dena, & tem anatcmia bhasica das gramineas.

E uma planta anual robuste © ereta com altura que
pode variar de 1 a3 4m. 0 sistema radicular18 consiste de raizes pri
mérias, responsaveis pele nutrigao de plantula, & de rafzes adven-
ticias que sao as rafzes permanentes, responsaveis pela sbscrgaode
agua e nutrientes da planta adulta. 0 sistema radicular pode ter
de 1;5 a 3m de comprimento, distribuindo-se numa profundidade me-
.dia de 30cm.

As folhas sao arranjadas alternadame.te e sao supor-
tadas pelas bainhas gue envolvem o colmo. Os limbos foliares 580
geralmente longos, largos e plancs & sao mantidos em angules apro-
ximadamente retos com o colmo, por uma forte nervura central.

0 milheo &€ uma planta monodica, isto &, tem flores fe-
mininas =2 masculinas no mesmo individuo, porém gm estruturas dife-
:rentes. Isso acarreta na oportunidade para a polinizagao cruzada,
cuiu principal agente € o venta.

A inflorescéncia maesculina ou flecha ou pencao, & en
cﬁntrada na extremidade superior do caule. E do tipo paniculas, com
um eixg central e varias ramificagdes laterais (figura 1). Nas rea-
mificagoes, as esplguetas saoc arranjadas aos pares e sa0 constitul
dqs de duas flores, cada uma delas contendo 3 estames, 2 lodiculas

4

e um pistilo abortado. Dz lodicula temos a emergencia das anteras,
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FIGURA 1 - PENDAOD (segundo Anderscn, FPicner Hi-Bred. Corn Company,
Des Moines, pg. 2B, 1951)
a - eixo central, b - espiguetas, c - estames, o - rami

ficagoes secunddarias.
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responsaveis pela formacao deos graos de polen, os quais saoc uninu-
cleares até a aproximagao da diescencia das anteras. O ndcleo so-
fre entao uma primeira divisdo mitética e produz um ndcleo vegeta-
tivo ou ndcleo do tubo polinico, e um nicleo generativo gue forma
duas ceélulas espermaticas, produzirdo assim um gameta masculinc que
carrega 10 cromcsscmos. MNa ccasido da antese, apds a abertura das
espiguetas, as anteras sofrem ruptura e permitem a safda dos graos
de polen, que sao produzides em enorme gquantidade.

A influorescéncia feminina cu espiga, surge num Tamo
lateral da planta, e € sustentada pcr bainhas foliares (palhal que
se originam no no. E formade paor um eixo ou raguis (sabugo), ac
longo do qual estéo dispostas reentrancias que se transformém em
espiguetas com duas flores, das gqualis somente uma g funcionel [(fi-
gura 2). Esta flor € constituida de um Unico ovario basal, com lon
gos estilo-estigmas (barba). Do évulo temos a formagdc de quatro cg
lulas com 10 cromosscomos, das guais somente uma nao se degenera, 2
que funciona como & primeirs célula do saco embrionério. 0 nlcleo
desse megdsporo através de divisdes mitoticas, forma dois grupaos
de 4 ndclepos, que se localizam em cada extremidade do saco embrio-
nario. Um ndcleo de cada grupo move-se na diregao do centro ate
se tocarem, afim de former os dols ndcleos polares. 0Os 3 nudcleos da
regidc chalazal, dividem-se até a formagdoc das células dencminadas
ant{pcdas, enguanto que os outros 3 da regiao micropilar formam o

nicleo da cosfera, ladeados pelas sinergidas.
1.2,.2 A seamente
Os graos de polen ao serem langados ao ar pelas anteg

ras, caem nos estilo-estigmas, iniciando assim O Processs de germi

nagdo. Hé & emissado do tubo polinico gue cresce em sentice do Svu-



17

Corn and Corn Improvement,

FIGURA 2 ~ ESPIGA (segundo Weatherwax,

1855])

93,

Sprague, pg.

G.F.

d - folha que envol-

a - estilo, b - palha, c - espiga,

ve a esplga, e - gemas nas axilas das palhas
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10..até penetrar no saco embricnario. Atraveés deste, temos a condy
géo dos nucleos generatives, os quais um se une a cosfera para for
mar o zigoto 2n. Este se transforma no germen, gque € 0 esporcofite

embrionario da proxima geracgao. 0 outro nlUclec espermatico funde-se
com os dois nicleos polares do saco embriondrio pars formar o ni-
cleo primério do endosperma, com 30 cromossomos. £ste ndcleo de-
pois de uma série de divisdes, dara origem a um tecido rico em me-
tabolitos de reserva.

Juntamen;e com a formacao do germen e do endosperma,
se da o crescimento cdas paredes do ovario, formando o revestimento
da semente, ou pericerpo. A (Oltima camada de células dc endcsper-
ha. daéa-se o nome de aleurona.

0 ciclo vital do milho esta esquematizado ne figura
3, e o periodo médio de duragaoc do mesmo, & de cerca de 75 dies pa
ra o desenvolvimento vegetativo, 50 para o enchimento do grac e 30
para a secagem do mesmo.

0 grao de milho, representado na figura 4, & um tipo
de fruto simples, seco e indeiscente, denominado ceriopse. Come na
maioria das gramineas, tem um altoc conteldo de energis e uha menor
quantidade de proteinas.

Sua composigao guimica média é dada na tabelas 1j9,20

em porcentagem do seu pesoc. Na epoca da celheita, 12% do peso da

semente & devido a umidade.

TABELA I

Composicédo Quimica do grao de milho

Fracac grac amido proteina lipfdeos agucares cinzas
graoc - 71,5 10,3 4,8 2,0 1,4
endosperma 82,3 86,4 8,4 0,8 C,B C,3
embrian 11,5 8,2 18,8 34,5 . 10,8 10,1
pericarpo 5,3 7,3 i, 7 1,0 0,3 0,8

base 0,8 5,3 9,1 3,8 1,6 1.5
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Megasporio
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FIGURA 3 - CICLQ VITAL DO MILHO (segunco Brewbaker )
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FIGURA 4 - ESQUEMA 0O CORTE LONGITUDINAL 0O GRAD DE MILHO

(segundo Bandel13]

a - pericerpo 2n, b - endosperma 3n, c - aleurona 3n,

d - embriac + escutelo = germen 2n.
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Como o objetiveo deste trabalho € o melhoramento da

milho em termos da quantidade de oleo, torna-se necessdrio saber-

mos as proporgﬁes dos acidos graxos gue o compoe. Estas prcocpor-
- 21,22 - .
goes estac dadas na tabele 2, levando-se em conta as varia-

goes geneticas e ambientais as quais o vegetal estd sujeitao.

TABELA II

Cemposigao do oleoc de milho

aclido graxo % vI
palmitico C16:0 10-19 11,5 CHy(CH,),  COCH
_estearico C18:0 1,5-3 2,2 CH,(CH,), - COOH
oleico C18:1 16-44 26,8 CH,(CH,) CH=CH(CH,) COOH
linogleico C18:2 36-55 56,7 CHg(CH,), (CH=CHCH,] [CH, ) COOHK
linclenico C18:3 0,5-1,5 0.8 CH,(CH,),(CH=CHCH,) (CH,) COOH
- arachidic C20:0 0,2 CH,(CH,), COOH

0 dleo de milho apresenta uma alta qualidade-nutriti
va, em fungao de uma malor concentragdo de acidos graxos saturados
em relagao aos nao saturados. A saturagao e dada pelo inversc do
valor de 1odo VI, que corresponde a proporcgac relativa do acido em

griglicerideos.z3
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CAPTTULC 2

TECNICAS EXPERIMENTATIS

2.1 DO Espectrometro de RMN de onda cont{nua

2,1.1 Descricgao geral do eguipemento

Parea a realizacao deste trabalho utilizamos um "kit"
de RMN de onde ccntinua, acoplavel sos espectrometros convencio-
nais de EPR da Varian.

Os eletroimas E-12 e £-15 com homogeneidade de campo
de 20 a 15 mG por polegada respectivamsnte, atingem campos maxi-
-mos de 15KG e 18KG. Os intervalos Jue esses cempcs podem percorrer
.vao de 200mG a 13KG, em tempos desde 0,5 minutos até 18 horas. A
amplitude de modulagae pede veriar de S5CmG a 4C0Cpp 2 & frequencia
de modulagac rde campo magrctico indicada para experimentcs de RMN
& de 35 Hz.

0 modulo de rédio freguéncia WL-210 da Varian, pos-
sue um intervalc de frequencia de operagao de 3 a 35 MHz, com uma
gensitividade de 5:1 (para uma amostra de deutério natural) e uma
estabilidade de 1/107 MHz. A poténcia méaxima de salida & da ordem
de 100 mW.

‘ Malores detalhes e informacodes podem ser encontrados

nos respectivas manvais de operagao do eguipamento.

2,1.2 Mddulo de Rédioc Freglencia

No modulo de RF, representado na figura 5, temos ini

~cialmente um oscilador responséavel pels geracdo da onda de RF, que
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FIGURA 5 - DIAGRAMA DE BLECOS DA UNIDADE WL - 210
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& montado num compartimentoc de temperatura controlada para uma
malor estabilidade de freguéncia. Trés chaves LC, possibilitam a
gescolha dos intervalos de freguencia de operagac do aparelho, e em
comum ccm es5sas chaves, tem-se um capacitor variavel para o ajuste
da frequéncia desejada. Esse oscilador permite a aplicagac de uma
fonte externa de RF, assim comoc possue uma safda de baixa impedan-
cia para a2 monitoragem da frequencia.

Uma atenuacac em tres nfveis & um ajuste fino segue
g@ssa primeira unidade e em seguida o sinai passa por um excitador
que o amplifica e o injeta num estagio de poténcia. Esse Gltimo
estagio é constituido de dois transistores em regime de alta potén
cia, um circuito de acoplamento e uma safda pars a ponta de prova.

0 sinal gque volta da amostra & recebido s amplifica-
“do num amplificader de ganho de 40 db e aplicado ao diodo detetor.
0 sinal AC de 35 Hz assim obtido, e democdulado e injetade num am-
plificado convencicnal de audio.

Tanto do es®*3gio de poténcia, guanto do estagic de
recepgao, € retirada uma amostra do sinal de RF, que &€ retificads
e aplicada a um microamperimetro. Estando & chave do medider em
RCVR, teremos uma indicagac de quando havera um maior casamento de
impedancias e portanto uma maior transferéncia de energla ds RF pa
ra a ponta de prova. Casc a chave esteja em XMTR, teremos uma medl

da qualitativa dea poténcia incldente na amostra, em unidades de uA.

2.1.3 Funcicnamento Basico do Equipamento

Basicamente nosso sistema de RMN de onda continua e
constituido de um console de operagaoc, um modulo de raddio freguen-
.cla & um magneto, com sua respectiva fonte de alimentagao. Seu dia

gramaz de blocos estd ilustrado na figura 6.
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Por tratar-se de ressonancia dos nicleos de hidragé-
nio, o campo magnético para uma frequéncia de 30 MHz, & da ordem
de-7,04 KG.

A amcstra a ser analisada € posicionada na ponta de
prova & & irradiada com uma poténcia de RF.proveniente da wunidade
transmissora do mddulc de RF. 0O sineal & transmitido 3 ponta de-pro
va atraves de um cabo coaxial, alimentandec na mesma, uma bobina
excitadora. 0 sinal detetado € modulado a mesma frequéncia deo cam-
po maegnético e & amplificado no estdgio de recepgao da unidade
WL-210. Em seguida, esse sinal € aplicado ao cristal detetor, que
fornecerd a informagao de RMN sob a forma de um sinal AC moduleado,
Esse sinal e transmitido & unidade de baixa frequéncia e passara
per um amplificador e um detetor de fase.

0 sinal OC resultante, que € proporcional a derivada
de curva de absorgac de poténcia, e a amplitude de mcdulagaoc desde
gue esta seja pequena em relagao a largura de linha do espectro,
.assa finalmente por um filtro para ruido € & aplicado ao eixo Y
do registrador,

Uma segunda saida do detetor de fase vai pafa um os-
ciloscopio a fim de auxiliar o ajuste da unidade de radie-freaquen-
cia.

k variagao do campo magnétice &€ feita pelo comando
do eixo X do registrador em torno dc campo de ressgnanclia, sob o

controle de um sensor Hall.

2.2 Orientagé&c da Amostra

Observamos que o sinal de RMN de um grao de milho,
tem uma grande dependéncis em relagdo a posicdo da amostra com res

peito & bobina de RF. Este fate também observado por Tiwaris. nos
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levou a um cuidado especial para localizar o graoc onde obtlvésse-
mos maior intensidade no sinal.

Essa dependéncia angular se devs principalmente a
distribuigéo nao uniforme do G6lec no grao de milho, assim como a
inomogeneidade do campo de RF devido as grandes dimensces da amos-
tra.

Verificou-se gue esses efeitos podem ser minimiza-
dos, gquando localizamos o germen ao longo do eixoc da bobina.Desta
forma., pequenas mudangas na orientacgdo em torno dessa pesigaa,acar

retam em diferengas da ordem de 10% do sinal.

2.3 Coleta, Armezenamento e Processamento dos Dados

Acoplado ao espectrometrec de RMN, temos um computa-
dor Varian, mcdelo B20-L, com 16k de memdria, responsavel pela co-
leta, armazenamentc e processamento dos dados da linha de resscnéﬂ
cia.

A linguagem utilizada & Extendedfﬁasie B Usamos basi
camente dols programas: MSAV, inerente ao sistema, e ¢ denominado
AREA, por nos elabarado.

0 primelro deles, através de uma série de subrotinas
em linguagem Assembisr, transforma o simal analdgico do reglstra-
dor em sinals digitais, & o asrmazena na forma de um vetor que pode
ter.desde 500 & 10.C00 pontos. Tanto sua'listagem. guanto =ua mani
pulagao encontram-se no manual de preogramas para EPR.

0 segundo programa & responsavel pelo calculo da area
limitada pela curva de Ressonanciag. Fara o processamanto desse cal
culo, utiliza o método numérico dos trapézios, o que resulta num
numero que & proporcicnal ao nimero de spins ressonantes na amos-

tra.12 Tanto seu diagrama de blocos quanto swa listagem, encon-
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- tram-se no Anexo 1 deste trabslho.

2.4 Calculo da porcentagem de oleo da amostra

A concentragao de o0leo da semente, € obtida pela com
paragdo direta da &rea da resscnancia nuclear da semente, com a de
tetadas de uma amostra padrao de doleo comercial de milho.

Se temos um volume X em ml de 6leo padrao, a ‘area
correspondente ao espectro de RMN obtido pela mesma, sera AO. Da
mesma faorma, se temos Y em ml de d6leo na semente, por corraspnndéﬂ

cla teremos outra area As' Portanto,

Yiml) = Al §(m1]A5 .
: Y(ml} = — "~ (30)
X(mil) — A 0
o
Como gqueremos medidas comparativas com o peso do
grao, substituiremos Y(ml) por m/p, onde m represrnta a massa de
cleo na semente e p a densidade volumetrica do bleo. Veltando em
(30), ficamos com:
Xtml)p A
m = - s. - (31)
o

Em termos da procentagem da massa do grao M,

pX(m1) A_ I
£(%) =+ ———5 100% (32)
ﬁ Aa
2.5 Métodas de Selecao

Em estudecs de gendtica gquantitativa envolvende linha

gens de milho, constetou-se gque a agao génica aditiva predomina
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no efeito dos genes gue condiclonam a composigac total do oleo
deste vegetalz'zs. principalmente nos &cldos oleico e limﬂsicahzs.

Desses trabalhos pode-se concluir que diferengas en-
tre graos individuais de ume mesma espiga em populagdes segregan-
tes apresentam umarcomponente genetica importante que pode ser
‘identifilcada e capitalizada em programas de selegéo.a

Assim programas de melhoramento, tels como a selegao
de linhagens puras e selegdao recorrente, que utilizam com grande efi
cigncia & vantagem da alta herdabilidade Ha caraqteristica, podem
modificar com relativa facilidade a guantidade de olec nas semen-
tes de milho no material selecicnado.

Esse aumento na porcentagem de oleo, nac deve atin-
gir nfveis superiores a 8%, para que nao hajs uma redugao na produ
" gac ds seméntes/hectare. visto que estudos comprovam a gxisténcia
de uma cﬁrrelaqéo negativa entre produgao de graos e guantidade de

- 2,23,27
oleo Nos MesSMOS.,

2.5,1 Selegao de linhagens puras

O milho por ser um vegetal de polinizagao cruzada,

apresenta plantas bastante heterozigotas para diversos Fatqres ge-

néticos. Assim para a produgao de material uniforme, isto g, que
nao segrege na descendéncia, ha necessidade de se efetuar cruzamep
tos‘artificiais para a cobtengac de linhagens puras.

A selegac de linhagens puras inicla-se com a selegac
de progeénies de individuos com cafacterés economicos desejaveis na
populagac segregante inicial. Em seguida as melhares plantas das
melhores progénies sao autofecundadas, isto €&, sao cruzadas com
elas mesmes. Isso B8 facilmente obtido através de processos de pro-

tegac dos estigmas e polinizagdo com polen da prépria planta. . A
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primeira geragac de plantas autofecundadas € denominada 51.

Nas geragées S; e S,, produtos de trés e guatro autg
fecundagoes, muitos loci ficam homozigctosza, e caracter{sticas fa
miliares comegam a surgir. Muita heterozigose ainda persiste nes-
sas geragoes, de maneira gue plantas dentro da mesma familia ainda
diferem geneticamente umas das outras. Seleciona-se entac as melho
res plantas nes melhores familias e repete-se a operagac de autofe
cundagé&o. Na geragao Sy espera-se que a maioria das familias sejam
homozigotas pare gquase todos os loaci. Desta forma originam-se as
linhas puras para varios caracteres da planta.29

Essas linhas puras, apresentam-se sempre menos vigo-
rocsas que a variedade gue lhes deu origem. Isto se deve a2 combina-
cac de fatcres recessivos para a redugao do vigor e produtividade.
Além disso nao & possfivel se obter linhagens que reunam somente ca
racteristices favoraveis, dado o efeitoc de ligaqéo gue ocorre Een-
tre genes faveraveis e desfavoraveis localizados no mesmo CTOomosso
mo.

Desta forma essas linhagens obtidas precisem ser cru
zadas artificlalmente para se verificar a melhor ccmbinagac desejz
da, dando entazo origem aos hibridos, cuja caracteristica principal
€ o alto vigor e prcdutividade. No hibrido temecs pols e oportunida

de de combinagao, num s6 genotipo, de genes favoraveis gue sao

encontrados nos dols gendotipos paternais.

2.5.2 Selegao recorrente

Esse tipo de selegdo,aplicado normalmente em espacles
de plantas de polinizagdo cruzada, visa a produgao de variedades
mais produtivas denominadas sintéticos. 0 processo utilizadec envel

ve inicialmente a sscolha de plantas cam caracteres desejavels da
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populagoes heterozigotas. Essas plantas selecionadas, com homozi-
gose variada, sao entao cruzadas entre si, pare a sintese de uma
nova populagao com malor frequéncia de combinagdes genéticas favo-
révéis.

Assim, as plantas das fontes heterozigotas sac auto-
fecundadas por uma cu mais geragoes e ao mesmo tempo selecicnadas
para um ou mais caracteres desejaveis. Plantas com performance in-
ferior sao descartadas. Em seguida as plantas superiores saoc pro-
pagadas atraués das sementes resultantes da autofecundacgadc. Todos
os intercruzamentos dessas progénies superiores ééo entaoc feitos,s

- a populaqéo intercruzada resultante, servira novamente de fante pa
ra novos ciclps adic;onais de selegéu-autofecundaqéo-intercruzameﬂ
to.

A grande vantagem desse tipo de selegao & a possibi-
lidade de se elevar continuamente a fregquéncia de genes favora-
vels até a fixag3o das varias caracteristicas de interesse.BU Com
isso possibilita-se a conrentragao de genes favoravels em um certo
grupo de plantas, mantendoc ainda uma alta variabilidade genética ,

que assegura novos ganhos de selecdo em geragoes futuras,

2.8 Método Quimico para Determinacaoc da Porcentagem de Oleo de
Sementes
0 método guimico utilizado para a determinacgao da

guantidade de olec nas sementes de milho, foi o Gold-Fisher. 0

equipamento foi utilizado em cooperagao com a Faculdade de Tecnolo

gis de Alimentos da UNICAMP.

Inicialmente deve-se moer as sementes e homogeneizar

a amostra. Para se efetuar as analises em condigdoes ideals,deve-se

utilizar cerca de 4 gramas de material, ou seja, aproximadamente?ﬁ



32

grics de milho,

Em seguida essa massa € pesada e lavada énntinuamen*
te por um solvente, no caso éter de petroleo, durante o intervalo
de tempo de 4 hores. O dleo e o solvente sao coletados num beckear
previamente pesado, e através da evaporagao do solvente temos pela
diferenga de peso, a porcentagem de boleoc da amostra analisada,- ¢

tempo totel para uma medida, & de cerca de & horas.
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CAPTITULD 3

RESULTADDS EXPERIMENTAIS

Basicamente 1lremas apresentar e discutir os resulta-
dos experimenteais obtidos, scob dois aspectos: 0 primeiro deles se-
ra o de estabelecimento do método alternativo de selecdc de semen-
tes pela técnica de RMN e o segundo a discussao dos resultados dos
programas de selegao efetuados para a elevagao e diminuigao da

quantidade de 0leo dos grios de milho.

3.1 Metode de avaliacdo do tesor de Gleo nas sementes por RMN

A figura B mostra os espectras tipicos de RMN do pPro
ton a diferentes potencias da radig frequéncia, de um grao de mi-
lho natural. Na parte 8 desta figura, nota-se a presencga de treés
ressonancias com diferentes larguras de linha, enquanto que em b e
L. 0 espectro apresenta scmente duas & uma linha respectivamenfe,iﬂ
dicando um possivel efeito de saturagac. Essas ressonancias, suge-
rem que os ndcleos de hidrogénio observados, devam estar na pressn
¢8 de diferentes "ambientes” fisico-quimicos que causam diferen-

7 L 12

tes "chemical shifts"”’ e diferentes tempos de relaxagac T1 e T2 .

Como consequéncia, terfamos distintes campos de ressonancia, assim

1

como largureas de linha (y T2]- e fatores de saturagao YH% T, T

1 2
distintos também, cocmo € observadao.

Na tentativa de identificacao das matrizes dessas res
sonancias, dissecou-se um grao de milho até cerca de 5 a 6% de umi
dade. A dissecagem foi feité numa estufa a 40°C num intervalo de
7 dias consecutivos. Essas condigoes foram escolhidas de méneira a

nao alterar o pcder germinativo de semente, como mostra o teste de
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germinagac realizado no Instituto de Bioclogia da UNICAMP. Este tes
te encontra-se no anexo 2 deste trabalho.

A ressonancia do milho dissecado esta representada na
figura 9, onde note-se a ausencia da linha mals larga em qualguer
nivel de petencia de RF. Podemos portanto, atribui-la acs niclsos
de hidrogénic das moléculas de agua, que por sua vez devem estar
ligados ao seu envoltorio, visto gque a ressonancia dos protons da
agua "livre”", @ bem mais estreita.

Como vimos no capitule 1-2, uma sement2 de milho con
tém proteinas e carboidratos. Estande contudo os hidrogénios des-
ses compostos na fase solida, teremos para os mesmos. ressonancias

muito largas para serem detetadas, devido a baixa mobilidade dos

3
2.

spins e pegqueno tempo de relaxagao T

Concluiu-se assim, gue as duas ressonancias doc &spec
tro de RMN do milho dissecado, devam vir de diferentes grupos de
nicleos de hidrogénio das moléculas de olee no milhg.

Para & conf.rmagac desta hipotese fol feita a ressg
nancia nos principais componentes do grao, como mostra a figura 1C.
Notamos que as duas linhas mais estreitas concentram-se gquase que
totalmente no germen, o que era esperado, por termos, nessa parte
da semente & malor cancentragadoc de oleo. Ainda mals, separando-se o
germen em escutelo e embrido, constatou-se qﬁe a linha mais estrel
ta encontra-se em maior proporgac no embriaoc, que concorda com c
trabalho de cromatografia gasnsa24 das diferentes .distribuigées
dos acidos graxos nessas partes do germen.

A figura 11, mostra o espectro de RMN obtida de umea
amostra de ¢leo comercial de milho. Podsmos notar gue as mesmas ca
racteristicas do espectro 550 observadas para a figura 10b, confir
. mando gue as linrhas mails estreitas sao provenientes des nlcleos de

hidrogénic das maléculas de 0leo.
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FIGURA 8 - ESPECTROS DE RMN DE UM GRAD DE MILHO DISSECADO,

A DIFERENTES POTENCIAS DE RF
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FIGURA 10 - ESPECTROS DE RMN DAS PRINCIPAIS PARTES DO GRAD CF MILHDO
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Para avaliarmos a contribuicao individual para a in-
tensidade total da ressorancia, integramos o espectro das sementes
naturais e dissecadas, a varios niveis de pctencia de RF. A figura
12 mostra a curva de saturacao experimental correspondente a super
posigao das trés ressonancias. A baixos niveis de poténcia (30 uAl,
a intensidade total do sinal de absorgao € dada principalmente pe-
las componentes do aleo, enguanto gue para altas (300 wA] pela da
agua, ! Isto € confirmedo na figura 13, onde temos a curva de satu
racao de poténclia para as ressonancias daé partes do grao.

Poderfamos determinar as concentragées de oleo e
agua em uma semente de milho natural, medindo-se a intensidade to-
tal da ressonancia em diferentes niveis de poténcia de RF. Contudo,
no nosso caso particular, a razao sinal-ruido naoc é gsuficientemen-
te eltsa pafa gue possamos ter medidas precisas em pot2ncieas mais
glevadas.

Desta fcocrma, fixamos nossa regiao de trabalho numa
faixa de baixa poténcia (. JMA), conde a ressonancia dos protons de
uma semente natural de milho provém de duas componentes, olec g
dgus, fcorgando-nos desta maneira a dissecagem de amostra a niveis
de 5% de umidade.

Do calculo da area limitade pelo gspectro da '‘resso -
nancia do milho dissecado, a um nivel baixo de poténcia, temos um
vaior porporcional aco nimero de splns ressonantes ou sejs a guanti
dade de oleo da semente.

A concentracgao dos acidos ‘graxos e obtida pela coempa
ragao direta das arsas dos espectros da semente e da amostra pa-
drao, ccmo ja fol visto no capfitulo 2-4.

Para testarmas.a correlacgao do método de RMN com o
-método gquimico Gold-Fisher, fizemos uma anilise sistematica em EO

graos de milho. Esses grizos forem discriminadaos e cada grupc de 19,
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pela proveniencizs de diferentes familias, cada uma delas com a
mesma base gerética.

0 coeficiente de correlagao r, dado por:

E{xi-xl[yi;y]

i
r«z
/z(xi—x122[yi—§]2
i i
com X 05 valores forneclidos pelo método fisico e y os do metodo

quimico, foi estimado de r=0.997. Este dado nes indica gue ha uma
correlagac direta gquase perfeita dos dois métodos e podemos repre-

sentar essa correlagao per um modelo de reta de regressao linear,

dada por y = ax + bx onde b & o coeficiente de regressao, dade per:
T x .y, (ExZIyl/n
g 1Ty
b= , 2
z Xy - [in] /n .
i i
e
a = ; - bx
A figura 14 mostra essa reta, com c coeficiente b igual & 1,03 e
a = -D-l\(a.

3.1.1 Precisdc do Método de Selegao por RMN

Correlacionados os métndns-qu{mico e f{sico, & neces
sario caracterizar sua precisao, através.de uma estimativa do errc
de cada medida realizada.

A medida da porcentagem de 5leo de um grac de miiko

individual pela técnica de RMN, possue basicamente 4 fontes de er
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EIGURA 14 - RETA DE CORRELACAD ENTRE ANALISE QUIMICA E ANALISE DE RMN
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ro de ordem experimental. A primeira fonte & proveniente da orien-
tagao do milho na ponta de prova da equipamento. Em seguida temos
o erro do método de calculc da area do sinal devideo ao rufdo exis-
tente B por fim a pesagem da amostra. Esses mesmes erros sao incor
rides na medida da quantidade de clec da amostra padrao.

Para podermos ter uma estimativa do erro total, -Foi
feito um experimento em sete grupos de milho com 3 amostras cada
grupo. 0 tratamento para a analise de variancia, foi o da repetil-

gao da analise de um mesmo dada, englobando assim tedas as fontes

de erro.
A tabela com os dados obtidos estao a seguir:
grupos T1 T2
G1 13,6 10,1 11,3 14,2 10,8 11,4
G2 4,0 3,2 4,9 4,3 3,4 4,8
G3 4,72 4,8 4,6 4,3 4,9 4,2
G4 7,8 ..7,7 5,3 8,5 7,7 _ 5.1
G5 3.7 4,8 5.4 4,0 4,0 5,8
Gb 5,0 4,9 4,9 5,3 4,8 4.8
G7 4,0 4,1 3,49 4,4 4,6 3.5
Da analise de variancia-> temes uma estimativa do

coeficiente de variagao que d& uma idéia da precisao do experimen-

to.

{(ZX, +IX )
N iT1 i iT2

n® de amostras

Oamnstra

total iT72

(S

5Q = X + L X - C
i
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ztxigzz
rupo - - C
grup g
: 2 2
[f AR PRERS AP
5Q = - C
tratamento 21
Sgresiduo = S0y - SQy - SQg
Obtivemos a seguinte andlise de varidncia:
Causa da variagac GL sQ oM F
gErupos B 266 ,B6 47,78
tratamento 1 0,83 0,83 0,86
res{duc _ 34 32,84 0,87
toctal 41 320,33 7,81

Na tabela a:tima, GL ccrresponde aos graus de liberdé

de, SO a soma dos quadrados e QM ao guadrado médio.

0 valor de F = serve para testarmos atra

vés de tabelas de limites bilatei::; de F ao nfivel de 1 a 5% de pro
babilidade, se a diferenga entre os tratamentos e devido aa acaso
ou se ha algum efeito sistematico agindo sobre eles. Pelo valor
obtido. podemos observar gue a diferenga dos tratamentos nao e
significativa, caracterizando aseim, o acaso como fonte de erro.
Sendo os tratamentos equivalentes, temos uma estima-

tiva da variancia 02, através do quadrado médio do resfduc. O coe-

ficiente de variagado CV, resulta em:

100g

Cv

|
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o=y 388 . g, 37
7
_ 400.0,37 _ .
cv = = 6,3%

Portanto para cada analise realizadas pela
de RMN, temos um erro que corresponde aproximadamente a 7% da medi

da da concentragac do oleo.

3.1.2. Precis3o do Método de Selecao Gold Fisher

Para o método quimico, temos basicamente 3 fontes de

erro. 0O primeiro deles € caracterizado pela hipotese de caonsiderar

mos que nhao ocorre diferengas entre os graos de uma mesma amostra,
a0 compararmos & media de um determinado numero de sementes, com
analises individuais de porcentagem de cleo pelo método de RMN. A
segunda fonte, 6 proveniente das proprlas condigoes da analise gra
vimétrica, envolvendo 5 graos ao invés de 20, que 2 o indicado. Fi
nalmente, temos o erro da reprodugao de um mesmo dado.

Dada a impossibilidade de se realizar um ndmero maior
de testes, onde pudésssmos avaliar o erro total incorrido, admiti-
mos gue as diversas fontes de erro sap indepsndentes, e desta for-
ma, podemos considerar seus efeitos aditivos.

| Para se estimar o erro devido a nadoc igualdade do ma-
tarial. foi felto um ensaiop de B grupos com 10 semaﬁtas cada, dos
quais através de uma mistura homogenea, retirou-se duas amostras pa
ra sersm analisadas. 0s resultados obtidos encontram-se na tabela
abaixo, seguida da respective analise de variancia, cuja variancia

foi avaliada em 0,05.
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grupos : amostras
Gy Ay Ag
G, 4,8 4,8
G, 5,7 5,7
Gy 6,6 6,4
G, 5,6 5,1
G 5,6 5,8
Gg 12,5 12,5
5, 4,7 4,3
Gg 4,1 4,8

ANALISE DE VARIANCIA

causa da GL SE M

variagac

grupao 7 _ 98,54 14,077
tratamentao _ 1 0,01 0,01
resfduao 7 0,36 0,05
total 15 98,8 6,584

Das condigoes de realizacao da analise dos‘gréos,te-
mos como principal fonte de erro, o da prdpria balanga utilizsda.
Sendo sua precisao cde 1/104 g, € 2 quantidade de o0leo a ser pesada
de cerca de 50 mg, estimou~se gque a variancia, séja'da ordem de

0,02,
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Através de um peste de recupsragao, determinou-se que
a ordem de grandeza na variagao da }epatigéu de um mesmo dado,seja
de 0,02.

Portanto, através da adigao das variancias assim
avaliadas, temos em cada medida realizada pelo méfodo Gold Fisher,

uma variabilidade de cerca de 9%.

3.2 Programas de Selecgao

.D primeiro programa de selegdo de sementes pela téq-
nica de RMN, utilizou como material basico, sementes de um tipo de
~milho sintético dentade, denominado Maya, selecionado pelo Institu
to Agronamico de Campinas. Cem sementes foram analisadas, sendo ca
da duas delas psrtencentes & mesma famflia. Os resultados obtidos
estadop apresentados no polfgono ja polido de frequéncia da figura
15, com seu histograma da distribuigao no quadreo 1 do anexo _ 3.
Nesta figura, temos uma distribuigac para as progenies F1. com uma
concentracdo média de 6leo de 5,1% e desvioc padrac de 0,85. 0Os pop
tos de truncamentoc foram inicialmente escolhidos como sendo 4% e
para o lim{¢e inferior e 6,3% para o superior, dando uma intensids
de de sale@éo de 10% para cada grupo.

| VAs sementes foram plantadas em caixas de celulose e
transferidas posteriormente para o campc, €m S56US respectivos gru-
pos. 0 espagamsnto utlilizado cnrréspondendo a uma populagac de
20.000 plantas/hec, fol escolhido para permitir o aparecimento de
2 espigas por planta, possibilitando desta forma a aplicagao dos
dois tipos de selegdo na mesma geragaa.

Parte do material selécionadn, fpi perdido em virtu-

"de de problemas de germinagado e atagues de insetos de solo., Desta
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forma, novas progeénies foram selecionadas, as gquais estao assinala
das no decorrer deste trabalho, pelas letras A e B para os grupos
de Alto e Baixo teor de oleo, respectivamente,

Na espiga superior de cada planta selecionada, fui
feita a autofecundacao, enquanto que na inferior, o cruzamento pa-
reado. As sementes nao selecionadas foram plantadas num lote sepa-
rado, deixeandc-as cruzarem naturalmente.

De cada espiga superior, fo!l retirada uma amostra de
10 sementes, totalizando cerca de 331 amostraes, cujo poligono poll
do de fregueéncia & mostreda na figura 16, ande o valor médio & de
5,17% ¢ o desvio padrao s = 1,11. 0 histograma da distribuigdo, en-
ﬁontra-se no quadro 2 do anexo 3. Podemaos notar gque as médias das

geragoes F, e F, sao similares enguanto que o desvio padrao dea F,

g malior gue o de F1. em fungao da segregagdo genética.
Das espigas inferiores do material selecionado,foram
analisacos 5 graos de cada cruzamento, como mostra a tabela 3.

Comparandc-se os valores medios dos teorss de oleo

para F, e F2, tabela 4, podemos avaliar o ganheo de selecdo, dado
por G = X - X , onde X representa o valcr medio das porcenta-
P Fy S5 .
gens de 6lea das progenies F2 selecionadas e ?% o valor médioc das
1

Fq» antes da selegao,

Para o grupo de 2lto teor, temos:

que em termos da porcentagem da média da geragao anterior, repre-

senta um ganho no aumento de 9,8%,

Analogamente para as sementes de baixo teor,
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TABELA 3
Porcentagem de Glec de cruzamentcs 52
cruzamento % 0leo pails % oleo média descendentes
A 1395 6,1
X 7,4
25b ' 5,1
144a 5,3
X 8,86
A 138a 6,1
A 139a 6,1
X 65,1
36b 5,2
B 148a 4,8
X -5,6
125b 4,7
158a 5,5
X 6,2
A ZBsa 5.8
‘B 149a ' 4,8
X 5,8
B 33a 3,3
143a 3,7
X 3,5
8 33b 3.6

Estes dados ja revelam uma tendéncia de progresso desse tipo de sg

legao,
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TABELA 4

Media das porcentagens de oleo de F1 e F2

% F2

-2

grupos
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ocu seja, um ganhec na redugac de 23,5%.

Outro fator importante a ser estimado, & o coeficien
te de herdabilidade h2! que nos da uma idéia das contribuigdes re-
lativas gue os genes fazem s caracteristica considerada.33 0 coefl
ciente h2, definido pela proporgao da variancia genética aditiva pe
la variancie fenotipica, nos da uma idéia da magnitude dos efeitos
geneticos em relacao acs efeitos ambientais, indicando assim as
possibilidades das programas de selecdo. Cumpre-se salientar que,
em linhas endogamicas, esse coeficiente de herdabilidade deva ten-
der a zero, visto sua direta dependéncia na variabilidade geneti-
ca.34 Assim, a estimative deste, para selecao de linhagens puras
s6 terd certo valor, para as primelras geracgoes, onde persiste ain
ga alguma heterozigose.

Quandoc temos como variiveis as médias das fenatipos

dos pais e o fenctipo dos descendentes, h2 flca dado pelo coeficien

L X,y

—“Lx.Ly./n
; 4 i‘vi

i i i
T x2-(Ix,)
i 1 il

te de regresséo35 b = onde x sao os dados obtides

2/n

em F1 e v os em F

2.
0 valor encontrado para b foi 0,42, ou seje 42%, que
@ considerado suficiente para progressos de selegao.

Das 14 progenies selecionadas, 12 foram utilizadas pa

ra uma terceira selegao. Dez sementes de cada uma das 5 familias
dessas progénies foram analisadas, totalizandec um ndmero de 430
amostras {tabela S), e o ganho ds seleqéﬁ obtido em relaq%o a Fs
foi.de 16% para o grupo de alto e 20% para os de baixo teor de

oleo.



Média das porcentagens de oleo de S

TABELA 5

Erupos oleo
A 2a 5,8
A 18b 5,8
A 28a 5,8
A 138a 5,7
A 146a 6,4
A 159b 8,5
B 33a 4,3
B 33b 3,9
B 43b 3,8
B8 149b 4,0
B 157b 4,1
B 158a 4,1

3

85
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CAPITULD 4

CONCLUSDES E PERSPECTIVAS

A.RNN foi utilizada neste estudo, para a determinagao
da concentragao de acidos graxos em sementes de milho. .
Esta técnica permite andlises de carater nao destru-
tivo, assim como fornece medidas quantitativas individuais de rela
tiva rapidez (15 minutos). Em contraste com o métado quiﬁico tra-
dicional, gque destroi o material analisadoc, emglobando cerce de 5
amostras em cada medida que dura em media 6 horas, temos condigoes
ae realizar selegoes mais eficientes num meror espago de tempo.
Temos uma alta correlagao entre os dois métodos (r=0,987), & os mes
mos possuem a mesma ordem de grandeza no erro de suas analises.
Através dos ganhos genéticos obtides, tanto para os
grupos de alto teor de oleo, como para os de baixo teor, temos uma
vanfirmagao da capacidade dc método alternativo proposto neste tra
balho, para a epliceacao em programas de selegao 8 melhoramento.
Foram formadas linhagens quasi—hisugéﬁicas ﬁara alta
e baixa concentragao de acldos graxos, que poderac ser utilizadas
pera_a sintese de hibridos. Os sinteticos obtidos para esses gru-
pos, poderao ser usados dirstamente para a produgaoc em campos de
qultura, ou para a obtengao de linhagens puras com o intuito de

produzir hibridos de maior produtividade por unidade de area.
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ANEXO 1
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ANEXD 2

TESTE DE GERMINACAD

Para o teste de germinagdo, foram utilizadas 50 se-
mentes por amostra. A germinagac foi feita em placas de Petri com
papel filtro Omido, em cameraes a temperaturae de 25°C. Em cada pla-
ca fol posto um nimero de 25 sementes.

Foram reslizados testes a 4608, 70°C e 1DG°C, onds
temos inicialmente uma tabela da perda da umidade em relagao ao pe
so0 da amostra com o decorrer do tempo, 8 uma contagem ds germinagao

apos 4B horas nas placas de Petri.

40°¢C

tempo

(horas) 0 4 8 24 48 72 26
% peso 0 2,1 3,0 4,4 5,4 5,7 5,9
tempo 0 4 8 24 48 72 98
n? inicial

de semantes 50 50 50 50 50 50 - 50

n? sementes

. germinadas 580 50 50 43 49 50 49

o

100 100 100 98 g8 100 98
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70%

tempo

(horas) 0 1 2 4 8 24 48
% peso ] 3,4 4,3 5.9 7,3 89,13 10,6
tempo o 1 2 4 a 24 48
n?® inicial

sementes 50 50 50 50 50 50 50
n? sementes

germinadas 50 C 0 0 0 g Q
% 100 0 0 0 0 0 0
100°%

tempo

(horas) 24

% peso 10,6

Nenhuma semente germinou.
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ANEXQO 3
QUADRO 1
S1 - 98 fam{ilias
classes frequéncia freq. modificada naormalizada
0,05-0,5 0 g,0
0,5-1,0 g g,a
1,0-1,5 0 ' 0,01
1,5-2,0 1 0,04
2,0-1,5 ' 1 0,04
2,5-3,0 0 0,02
- 3,0-3,5 . 1 0,11
3,5-4,0 7 0,38
4,0-4,5 17 0,73
4,5-5,0 21 ) : o 0,95
5,0-5,5 22 1,00
5,5-6,0 ' 20 | 0,76
6,0-6,5 .5 _ 0,38
6,5-7,0 3 0,14
7,0-7,5 1 | 0,06
"7,5-8,0 : 0 0,01
8,0-8,5 0 0,0
8,5-9,0 0 ' ' .0

Para polimero aritmético da curva de Frequéncia:35

Freq. modificada = (freq. interior + 2 freq. + freq. anterior)/4
18 freq. medificada = (freq. posterior + 3 freq.)/4

" dltima freq. mod. = (freq. anterior + 3 freq.)/4
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QUADRD 2

331 familias

63

classeas frequencia freq. modificada normalizada
0,0-0,5 0 0,0
0,5-1,0 0 0,0
1,0-1.,5 D. 6,004
1,5-2,0 1 0,03
2,0-2,5 5 0,07
2,5-3,0 6 0,15
3,0-3,5 20 6,32
3,5-4,0 as 0,48
4,0-4,5 32 0-,59
4,5-5,0 48 g,8a1
5,0-5,5 73 1.00
5,5-6,0 55 0,86
6,0-6,5 33 0,54,
6,5-7,0 14 0,26
7,0-7,5 4 0,10
7.5-8,0 2 0,04
8,0-8,5 i 0,02
8,5-9,0 1 0,02
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