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RESUMO 

O milho (Zea mays L.) é um dos principais alimentos básicos empregados na dieta de 
milhões de pessoas na África e na América Latina. Nesse sentido, a biofortificação é 
considerada uma das principais estratégias para o fornecimento de nutrientes. O 
presente trabalho está dividido em dois capítulos. O capítulo I teve como objetivo 
identificar regiões genômicas associadas com conteúdo nutricional em um painel de 
132 linhagens de milho grão e pipoca em 273775 SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphysms). O objetivo do capítulo II foi avaliar os efeitos gênicos e a capacidade 
de combinação de um conjunto de linhagens de milho tropical para rendimento de 
grãos e teores de Fe (ferro) e Zn (zinco) nos grãos. No capítulo I, o painel foi fenotipado 
para quatro nutrientes (cálcio - Ca, magnésio - Mg, Fe e Zn) em duas safras no 
município de Londrina, Paraná, Brasil. Para o estudo de associação genômica, foram 
utilizados cinco métodos multi-loci (FASTmrEMMA, FASTmrMLM, ISIS EM-BLASSO, 
mrMLM e pLARmEB). Com a finalidade de obter resultados mais precisos, apenas os 
QTNs (Quantitative Trait Nucleotides) que apresentaram repetibilidade, ou seja, 
detectados pelo menos três vezes por diferentes métodos ou ambientes, foram 
considerados verdadeiramente significativos e foram utilizados na busca por alelos 
superiores e genes candidatos. No capítulo II, foi avaliado um dialelo 10 x 10 de 
linhagens tropicais provenientes do Programa de Melhoramento de Milho da 
Universidade Estadual de Maringá (UEM). Esses híbridos foram avaliados em dois 
locais na segunda safra, em Dourados (2018) e Londrina (2018 e 2019) para 
rendimento de grãos, e em Dourados (2018) e Londrina (2019) para Fe e Zn. No 
capítulo I, foi observado uma ampla variabilidade para teores de nutrientes nos 
acessos avaliados, com valores de herdabilidade variando de 0,40 (Mg) a 0,52 (Zn). 
Um total de 637 QTNs foi detectado para os quatro nutrientes, sendo que destes, 39 
apresentaram repetibilidade e foram utilizados para os demais estudos. Foram 
encontrados 11, 10, 10 e oito QTNs para Ca, Mg, Zn e Fe, respectivamente. O 
acúmulo de alelos superiores em um mesmo acesso revelou aumento gradual no teor 
de nutrientes no grão, indicando que essas marcas genéticas podem ser utilizadas em 
futuros programas de melhoramento visando a biofortificação do milho. Os loci 
identificados no presente trabalho serão importantes para o melhoramento de milho 
grão e pipoca de origem tropical no Brasil, para as características nutricionais 
estudadas. No capítulo II, com base na análise de variância, foi observado efeito 
significativo em todas as características para as fontes de variação genótipos (G), 
ambientes (A) e para a interação G x A, indicando uma ampla variabilidade dos 
genótipos e ambientes e desempenho diferenciado dos genótipos nos ambientes. 
Pelo desdobramento da análise de variância, foram observados efeitos significativos 
para capacidade geral e específica de combinação, indicando que efeitos aditivos e 
não aditivos estão envolvidos no controle genético dessas características, com 
predomínio dos efeitos não aditivos. Objetivando a seleção simultânea das 
características RG (rendimento de grãos), Fe e Zn, o híbrido L4 x L6 se mostrou o 
mais promissor, mostrando valores positivos de ŝij em todos os ambientes avaliados. 
  
Palavras-Chave: Zea mays L.; biofortificação; GWAS; SNP; QTL; capacidade de 
combinação. 
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ABSTRACT 
 

Maize (Zea mays L.) is one of the main staple foods for millions of people in Africa and 
Latin America. In this context, biofortification is considered one of the main strategies 
to supply nutrients. The present study is divided into two chapters. Chapter I aimed at 
identifying genomic regions associated with nutritional contents in a panel with 132 
field and popcorn maize inbred lines and 273775 SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphisms). Chapter II aimed at evaluating the genetic effects and combining 
ability in a set of tropical maize inbred lines for grain yield and Fe (iron) and Zn (zinc) 
contents in grains. In chapter I, the panel was phenotyped regarding four nutrients 
(calcium – Ca, magnesium – Mg, Fe, and Zn) in two crop seasons in Londrina, Paraná 
State, Brazil. For the genomic association study, five multi-loci methods 
(FASTmrEMMA, FASTmrMLM, ISIS EM-BLASSO, mrMLM, and pLARmEB) were 
applied. In order to obtain more accurate results, only the QTNs (Quantitative Trait 
Nucleotide) that showed repeatability, that is, detected at least three times by different 
methods or environments, were considered significant and were used to look for 
superior alleles and candidate genes. In chapter II, a 10 x 10 diallel of tropical inbred 
lines from Maringá State University (UEM) Maize Breeding Program was evaluated. 
These hybrids were assessed in two locations in the second crop season. They were 
evaluated in Dourados (2018) and Londrina (2018 and 2019) for grain yield, while Fe 
and Zn were evaluated in Dourados (2018) and Londrina (2019). In chapter I, wide 
variability of nutrient contents was observed in the evaluated accessions with 
heritability values ranging from 0,40 (Mg) to 0,52 (Zn). A total of 637 QTNs were 
detected regarding the four nutrients. From this total, 39 showed repeatability and were 
used to further studies. As for QTNs, 11, 10, 10, and eight were found for Ca, Mg, Zn, 
and Fe, respectively. The accumulation of superior alleles in the same accessions 
revealed a gradual increase in grain nutrient content, indicating that these genetic 
marks can be applied in future breeding programs aiming at maize biofortification. The 
loci identified in the present study will be important for tropical field and popcorn maize 
breeding in Brazil concerning the nutritional traits studied. In chapter II, according to 
the analysis of variance, all traits showed significant difference for the sources of 
variation genotypes (G), environments (E), and G x E interaction, indicating wide 
variability for genotypes and environments and differentiated performance of the 
genotypes in the environments. Unfolding the analysis of variance, significant effects 
were observed for general and specific combining ability, indicating that additive and 
non-additive effects are involved in the genetic control of these traits, with a 
predominance of non-additive effects. Aiming to simultaneously select GY (grain yield) 
and Fe and Zn contents, the hybrid L4 x L6 was the most promising, showing positive 
values of ŝij in all evaluated environments. 
 
Keywords: Zea mays L.; biofortification; GWAS; SNP; QTL; combining ability. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais cultivado e utilizado no mundo, 

apresentando importante papel socioeconômico e nutricional (BODDY, 2016), sendo 

uma fonte de calorias, proteínas, vitaminas e minerais na dieta de milhões de 

habitantes, principalmente, em regiões da África, América Latina e Ásia (SUWARNO 

et al., 2015). Na safra 2020/2021, a produção mundial será de 1,134 bilhões de 

toneladas, sendo que 70-80% do total produzido é destinado para produção de ração 

animal. Além de ser amplamente utilizado na alimentação humana e animal, também 

é empregado na indústria para a produção de amidos, dextrinas, adesivos, papel, 

tecidos e etanol (LIN et al., 2019). Os principais países produtores são Estados 

Unidos, China, Brasil e Argentina, que correspondem por, aproximadamente, 70% da 

produção mundial de milho (USDA, 2021). 

Mesmo com números tão expressivos, a composição nutricional deste 

cereal é negligenciada, o que reflete na qualidade da matéria prima disponibilizada 

para a produção de ração ou indústria alimentícia (FLINT-GARCIA et al., 2009). O 

grão de milho é uma fonte rica em carboidrato, principalmente na forma de amido, 

compondo, aproximadamente, 65-75% de seu peso total (GOLDMAN et al., 1993; LIN 

et al., 2019; LIU, et al., 2016; WILSON et al., 2004).  

Além de amido, os grãos de milho apresentam vitaminas e minerais 

(Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn). Em regiões que possuem uma dieta altamente dependente 

de produtos originados do milho, a população tende a apresentar deficiência de 

nutrientes importantes como vitamina A, ferro e zinco, o que resulta em desnutrição, 

com consequentes problemas de saúde (SALTZMAN et al., 2013). Além disso, 

aproximadamente dois bilhões de pessoas no mundo sofrem com deficiência de 

micronutrientes. Entre as estratégias para solucionar esse problema, está a 

biofortificação.  

A biofortificação é o processo de melhoria do conteúdo de nutrientes 

em uma cultura, sendo considerada uma estratégia sustentável e econômica para 

enfrentar o problema da desnutrição nos países subdesenvolvidos, porque visa 

alimentos básicos, que são consumidos diariamente (DWIVEDI et al., 2012). Nesse 

sentido, promover a biofortificação na cultura com maior produção mundial, irá auxiliar 

na solução da desnutrição (BOHRA et al., 2019; VELU et al., 2018). A biofortificação 
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pode ser realizada por meio do manejo cultural, do enriquecimento com nutrientes 

durante o processamento industrial e do melhoramento genético.  

Dentre as alternativas para obter alimentos biofortificados, o 

melhoramento genético é a que pode garantir os melhores resultados 

(RICACHENEVSKY et al., 2019; SOFI et al., 2009; VYN et al., 1998). Para melhorar 

geneticamente uma cultura visando obter maior teor de nutrientes, é necessário 

identificar e selecionar genótipos que absorvam maior quantidade de nutrientes do 

solo e os acumulem nos grãos (HINDU, et al., 2018; SALTZMAN et al., 2013; 

SUWARNO et al., 2015). 

Diversos trabalhos com foco no melhoramento genético vêm sendo 

conduzidos, visando incrementar a qualidade nutricional em cereais como milho 

(HINDU et al., 2018; MAQBOOL; BESHIR, 2019; SUWARNO et al., 2015; WEN et al., 

2016), trigo (ALOMARI et al., 2018; KUMAR  et al., 2018; VELU et al., 2018), arroz 

(DESCALSOTA et al., 2018; PERERA et al., 2019; PINSON et al., 2015) e cevada 

(GYAWALI et al., 2019; SHU; RASMUSSEN, 2014). Para a cultura do milho, os 

estudos genéticos têm sido relacionados com aumento dos níveis de carotenoides, 

que são precursores de vitamina A (AZMACH et al., 2018; OWENS et al., 2014; 

SUWARNO, et al., 2015), vitamina E (FENTON et al., 2018; LI et al., 2012), conteúdo 

de óleo (COOK et al., 2012; LI et al., 2013), proteína (COOK et al., 2012), amido 

(COOK et al., 2012; LIN et al., 2019; LIU et al., 2016; LIU et al., 2018; XU et al., 2018) 

zinco (HINDU et al., 2018; MAQBOOL; BESHIR, 2019) e ferro (HINDU et al., 2018). 

A concentração e composição de nutrientes são características 

quantitativas, ou seja, são controladas por muitos genes que são altamente 

influenciados pelo ambiente, o que dificulta as análises genéticas dessas 

características. A variação genética de características quantitativas é controlada pelo 

efeito coletivo dos loci de características quantitativas (QTL), interação entre QTLs 

(epistasia), interação entre ambiente e interação entre QTL e ambiente (GLOWINSKI; 

FLINT-GARCIA, 2018).  

Os estudos para QTL são realizados por métodos que associam o 

genótipo ao fenótipo. O mapeamento de ligação e estudos de associação genômica 

ampla (Genome-wide Association - GWAS) são exemplos desses métodos (ELSHIRE 

et al., 2011; GLOWINSKI; FLINT-GARCIA, 2018). Nesse sentido, empregar a seleção 
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assistida por marcadores visando a identificação e introgressão de QTLs em 

germoplasma elite, é uma ferramenta biotecnológica crucial para realizar o 

melhoramento genético de culturas agrícolas de maneira mais rápida (WANG et al., 

2017). 

A tecnologia de sequenciamento de próxima geração (Next-

Generation Sequencing - NGS) é uma das técnicas empregadas na seleção assistida 

por marcadores. Essa abordagem apresenta uma evolução significativa no poder de 

detecção de variantes genéticas em um único experimento, revolucionando essa área 

de estudo (STAPLEY et al., 2010). A NGS tem sido aplicada para sequenciar o 

genoma completo de espécies e também para re-sequenciamento. Nos projetos de 

re-sequenciamento, vários indivíduos da mesma espécie têm seu genoma 

sequenciado com o intuito de descobrir um grande número de polimorfismos únicos 

(Single Nucleotide Polymorphism - SNP) para, finalmente, explorar a diversidade 

dentro da espécie, realizar a construção de mapas e estudos de associação genômica 

ampla (ELSHIRE et al., 2011). 

A tecnologia de NGS tem permitido que a técnica de genotipagem por 

sequenciamento (Genotyping-by-Sequencing - GBS) se torne viável para estudos de 

espécies com genoma amplo e de alta diversidade (ELSHIRE et al., 2011). O GBS é 

uma técnica robusta, de alto rendimento, econômica e simples para obter milhares de 

marcadores de um grande número de indivíduos, no qual captura dados SNPs 

utilizando uma biblioteca de representação reduzida, ou seja, a partir de poucos 

indivíduos (ARIANI et al., 2016; SCHRÖDER et al., 2016). Estes SNPs são utilizados 

nos experimentos de GWAS. No GWAS é realizado o escaneamento de todo o 

genoma na busca de associações significativas entre os SNPs e um fenótipo desejável 

(GLOWINSKI; FLINT-GARCIA, 2018). 

Por ser uma abordagem vantajosa, o GWAS se tornou o método 

padrão para identificar QTL ou regiões genômicas em plantas, incluindo o milho 

(COAN et al., 2018). Por exemplo, o GWAS tem sido aplicado com o intuito de explorar 

a variação alélica em loci gênicos associados à biossíntese de amido em milho (LIN 

et al., 2019; LIU et al., 2018).  

A concentração e a composição de nutrientes nos grãos de milho é 

uma característica complexa sendo controlada por muitos genes. Diversos trabalhos 
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foram desenvolvidos com objetivo de identificar os genes que atuam no acúmulo de 

nutrientes nos grãos de milho (BOHRA et al., 2019). Um estudo associativo realizado 

em um painel com 923 linhagens de milho para teor de zinco e ferro em grãos de milho 

identificou 20 SNPs para Zn e 26 SNPs para Fe, apontando novas regiões genômicas 

relacionadas ao teor desses nutrientes (HINDU et al., 2018). No trabalho de Hindu e 

colaboradores (2018), o gene GRMZM2G489070 localizado no cromossomo 9 (Zm09) 

foi identificado como comum para conteúdo de Zn e Fe em grãos de milho. 

Há poucos relatos na literatura sobre o mapeamento associativo em 

germoplasma de milho tropical e pipoca. A maioria dos estudos tem sido realizada em 

milho temperado. Germoplasma de milho temperado possui base genética mais 

estreita quando comparado com milho tropical. Nesse sentido, a Identificação de QTL 

e mapeamento associativo em milho tropical pode revelar novos e potenciais genes 

ou regiões genômicas que contribuam para o aumento do teor de nutrientes. Nosso 

estudo utilizou a plataforma Illumina HiSeq 2000 para analisar um painel diverso de 

129 linhagens de milho grão e pipoca de germoplasma tropical por meio de GBS para 

identificação de SNPs relacionados ao conteúdo de nutrientes nos grãos, na primeira 

e segunda safra (ambientes).  

O objetivo geral deste trabalho foi mapear regiões genômicas e 

verificar os efeitos gênicos responsavéis pelo teor de nutrientes na cultura do milho. 

Especificamente, objetivou-se avaliar a diversidade genética entre as linhagens de 

milho para teor de nutrientes; identificar SNPs associados ao acúmulo de nutrientes 

via mapeamento associativo; analisar os efeitos gênicos associados à produtividade 

e ao acúmulo de ferro e zinco no milho por meio da análise dialélica; e, por fim, avaliar 

a capacidade de combinação de linhagens em combinações híbridas visando 

aumento da produtividade e do teor de ferro e zinco.  

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. IMPORTÂNCIA SOCIOECONÔMICA DA CULTURA DO MILHO 

 

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais cultivado e utilizado no mundo, 

desempenhando um significativo papel socioeconômico (BODDY, 2016). Seus grãos 
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representam uma fonte de calorias, proteínas, vitaminas e minerais na dieta de 

milhões de habitantes em regiões da África, América Latina e Ásia (SUWARNO et al., 

2015). Além da participação na alimentação humana, este cereal também é 

amplamente utilizado na alimentação animal, bem como na indústria para a produção 

de amidos, dextrinas, adesivos, papel, tecidos e etanol (LIN et al., 2019).  

O milho é a cultura com a maior produção de grãos no mundo, e, no 

Brasil, ocupa o segundo lugar em volume de produção. Na safra 2020/2021, estima-

se que a produção mundial será de 1,134 bilhões de toneladas. Do total produzido, 

70-80% é destinado à produção de ração animal. Estados Unidos, China, Brasil e 

Argentina são os principais países produtores, sendo responsáveis por, 

aproximadamente, 70% da produção mundial de milho (USDA, 2021). 

No Brasil, é previsto uma produção de 108,068 milhões de toneladas 

de milho para a safra 2020/2021. Os principais estados produtores são: Mato Grosso, 

Paraná, Goiás, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais. Esses cinco estados concentram 

cerca de 78% da produção nacional. O milho tem sido semeado em duas épocas: 1º 

safra - agosto a dezembro e 2º safra - janeiro a março. A 2º safra é responsável por, 

aproximadamente, 76% da produção brasileira de milho (CONAB, 2021).  

Em 2021, estima-se que o valor bruto da produção (VBP) de milho no 

país seja por volta de R$ 142,63 bilhões, com expressiva participação no valor gerado. 

Na safra anterior, o milho ocupou a 2ª posição em VBP com cerca de 18%, após a 

soja (49%) e seguido da cana-de-açúcar (8%). O milho é a principal matéria prima 

para a produção de ração animal. Assim, cerca de 50,97 milhões de toneladas serão 

utilizadas para alimentar aves, suínos e bovinos em 2021, sendo que a avicultura é 

responsável por 57% e a suinocultura por 27% do consumo. Nesse sentido, a previsão 

é que o VBP da pecuária seja de R$ 383,47 bilhões em 2021, em que, aves (20%) e 

suínos (8%) representam cerca de R$ 107,91 bilhões. Portanto, o milho tem uma 

relevância significativa na cadeia de produção de proteína animal, o que permite 

agregar valor a esse produto (ABIMILHO, 2021; CNA, 2021).  

Além do emprego para produção de ração, o milho pode ser utilizado 

na produção de uma variedade de alimentos e produtos industriais como amido, 

adoçantes, óleo, bebidas, cola, álcool industrial e biocombustível. A produção de milho 

tem apresentado aumento discreto ao longo dos anos. No entanto, o consumo 
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humano permanece estável. Apesar disso, o milho ainda é um alimento básico para 

muitas pessoas, particularmente na África. Nesse sentido, o milho é um alimento ideal 

para se realizar a biofortificação, devido ao baixo custo de produção associado ao alto 

consumo de farinha e fubá de milho, especialmente em regiões em que a deficiência 

de micronutrientes é um problema de saúde pública (RANUM et al., 2014).  

 

2.2. COMPOSIÇÃO NUTRICIONAL DO GRÃO DE MILHO 

 

As principais estruturas que compõem o grão de milho são 

endosperma, gérmen e pericarpo (Figura 1) (PRASANNA et al., 2020). O endosperma 

representa, aproximadamente, 83% da massa seca dos grãos, sendo composto, 

principalmente, por amido (65 a 75 %) e proteínas de reserva (9%). O gérmen constitui 

cerca de 11% dos grãos de milho, concentrando lipídeos, proteínas, açúcares, 

minerais e vitaminas (LIN et al., 2019; PAES, 2006; SALTZMAN et al., 2013). 

 
Figura 1 – Qualidade nutricional dos diferentes componentes do grão de milho. Fonte: 
adaptado de PRASANNA et al., 2020. 
 

O milho é uma das principais fontes diárias de carboidrato das 

pessoas que vivem em regiões da África, América Latina e Ásia. A maior parte do 

carboidrato presente nos grãos de milho está na forma de amido, compondo cerca de 
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65-75% do peso total de massa seca do grão, sendo que o amido é a principal fonte 

de calorias na dieta humana. Mais de 600 produtos comerciais são gerados a parir do 

amido para produção de itens alimentares e não alimentares (BALL et al., 1996; 

JAMES et al., 1995; LIN et al., 2019; SUWARNO et al., 2015). De forma geral, 

dependemos do amido para nossa nutrição, exploramos suas propriedades únicas 

pela indústria, e o usamos na alimentação animal e produção de bioetanol (ZEEMAN 

et al., 2010). 

 

2.3. MELHORAMENTO PARA CARACTERÍSTICAS NUTRICIONAIS 

 

A deficiência de micronutrientes afeta mais de 2 bilhões de pessoas 

no mundo todo. Pessoas que habitam regiões rurais e semiurbanas são mais 

vulneráveis a sofrer dessa carência. Uma das soluções para este problema é 

aumentar a composição nutricional das plantas. Dentre as espécies vegetais, os 

cereais representam a maior parte da produção de grãos no mundo. O milho é a 

cultura modelo para cereais e a maior fonte diária de carboidratos para a população 

de muitas regiões ao redor do mundo. Uma das estratégias para aumentar o teor de 

nutrientes nos alimentos é a biofortificação (CAKMAK et al., 2008; ZHAO et al., 2009).  

A biofortificação pode ser realizada adicionando nutrientes durante o 

processamento dos alimentos, por meio de práticas agronômicas ou da genética. 

Dentre as possíveis técnicas para esse fim, o melhoramento genético das plantas é 

uma ferramenta chave para a biofortificação das culturas agrícolas (BOHRA et al., 

2019; OWENS et al., 2014; WURTZEL et al., 2012).  

O emprego do melhoramento clássico é acompanhado de ganhos 

genéticos mais lentos. Uma alternativa é o emprego da engenharia genética que 

explora ganhos genéticos maiores e mais rápidos. Apesar dos benefícios, existem 

várias questões de segurança associadas a culturas geneticamente modificadas 

(GMs). Portanto, a aceitação de culturas GMs para o consumo humano é muito baixa. 

Nesse sentido, o emprego de técnicas de melhoramento convencional e moleculares 

(marcadores e mapeamento de QTLs) deve ser priorizado para acelerar a 

biofortificação (MAQBOOL; BESHIR, 2019). 

Um estudo realizado por meio do mapeamento de QTL visando o 
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aumento do conteúdo de seis nutrientes em 269 acessos de trigo revelou que 

macronutrientes exibem maior herdabilidade do que os micronutrientes. Em que, o 

controle genético é independente para macro e micronutrientes (MANICKAVELU et 

al., 2017). Tecnologias como a genotipagem de alta densidade aceleram os ganhos 

associados à variação natural do conteúdo de minerais disponíveis em cultivares 

antigas e selvagens. Novas técnicas moleculares permitem explorar a máxima 

variação para conteúdo de nutrientes, principalmente em relação a QTL de pequeno 

efeito. A utilização destas novas tecnologias no melhoramento genético para 

biofortificação pode melhorar a eficiência do processo de aumento do nível de 

nutrientes essenciais (BOHRA et al., 2019). 

Apesar dos esforços para desenvolver cultivares de milho 

biofortificadas, o número de cultivares comerciais para cultivo ainda é muito pequeno, 

como ilustrado na Figura 2. 

 
Figura 2 – Cultivares de milho enriquecidas com pró-vitamina A e alto zinco 
desenvolvidas por meio do melhoramento convencional e seleção assistida por 
marcadores moleculares e lançadas para cultivo comercial na África Subsariana, Ásia 
e América Latina. Fonte: LISTMAN et al., 2019; PRASANNA et al., 2020. 

 

2.4. MARCADORES MOLECULARES 

 

 2.4.1. Introdução aos marcadores moleculares 

Acessar e caracterizar as informações genéticas das plantas é de 
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suma importância para que toda a variabilidade genética disponível seja utilizada da 

melhor forma. A caracterização genética das plantas em nível molecular pode ser 

realizada por meio de marcadores moleculares. Diversos marcadores têm sido 

empregados nessa caracterização, como, por exemplo, os marcadores de 

polimorfismo no tamanho de fragmentos de DNA amplificados (Amplified Fragment 

Length Polymorphism - AFLPs), polimorfismo no tamanho de fragmentos de DNA 

amplificados ao acaso (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLPs), 

microssatélites (Simple Sequence Repeats - SSRs) e SNPs (SAIKI et al., 1985; 

TAUTZ; RENZ 1984; VOS et al., 1995; WANG et al., 1998). Dentre os marcadores 

apresentados, atualmente os SNPs são os que têm sido mais utilizados. 

No passado, a aplicação de marcadores SNPs para genotipagem 

apresentava os seguintes desafios: aumentar a velocidade no desenvolvimento dos 

testes, reduzir os custos e realizar múltiplos testes simultaneamente (KWOK, 2001). 

Com o advento da próxima geração de sequenciamento, os desafios na utilização dos 

SNPs foram superados. Hoje, o NGS permite que milhões de SNPs sejam 

identificados em poucas horas, o que tem revolucionado as abordagens em genômica 

e transcriptômica na biologia. O NGS tem sido uma ferramenta valiosa para o 

descobrimento, validação e avaliação de marcadores genéticos (DAVEY et al., 2011).  

A tecnologia de NGS tem permitido que a técnica de genotipagem por 

sequenciamento (Genotyping-by-sequencing - GBS) torne-se viável para estudos de 

espécies com genoma amplo e de alta diversidade (ELSHIRE et al., 2011). Devido 

aos avanços promovidos pela NGS, a identificação e caracterização de SNPs foram 

facilitadas. O NGS reduziu o custo de sequenciamento do genoma em um nível onde 

a genotipagem por sequenciamento é considerada a ferramenta mais poderosa para 

investigar um grande número de variações genômicas (SNPs). O sucesso da 

plataforma de sequenciamento GBS se deve ao fato de ser simples, rápida e precisa. 

A plataforma GBS tem sido utilizada amplamente para grande número de SNPs em 

muitas culturas, incluindo o milho (SCHRÖDER et al., 2016; ZAID et al., 2017). Estes 

SNPs são aplicados em experimentos envolvendo GWAS. O estudo de associação 

genômica ampla escaneia todo o genoma, buscando associações significativas entre 

essas marcas genéticas (SNPs) e um fenótipo desejável (GLOWINSKI; FLINT-

GARCIA, 2018). 
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2.4.2. Mapeamento genético  

 

Como dito anteriormente, o mapeamento de QTL busca encontrar 

uma associação entre marcadores genéticos e uma característica fenotípica 

mensurável. Os pesquisadores têm trabalhado do fenótipo para o genótipo, utilizando 

técnicas estatísticas para localizar regiões cromossômicas que contêm genes ou 

sequências que contribuem para a variação fenotípica de uma característica 

quantitativa em uma determinada população. A maioria das características de 

interesse no melhoramento de plantas mostra herança quantitativa, controlada por 

muitos genes, o que complica o processo de seleção, pois apenas parte do fenótipo 

reflete o valor genético dos indivíduos. Devido à distribuição contínua dos valores 

fenotípicos, em genética quantitativa, é preciso empregar métodos estatísticos para 

associar o fenótipo ao genótipo. O mapeamento de QTL é, frequentemente, a primeira 

etapa para identificar o gene associado a determinada característica (GLOWINSKI; 

FLINT-GARCIA, 2018). 

Dentre os métodos empregados na identificação de QTL está o 

mapeamento de ligação em populações biparentais. Esta abordagem apresenta como 

vantagem a necessidade de poucos marcadores para garantir uma cobertura de todo 

o genoma. Como desvantagem, requer o desenvolvimento de uma população de 

mapeamento e tem baixa resolução, devido à limitada ocorrência de recombinação 

durante o desenvolvimento da população. Além disso, somente dois alelos por loco 

podem ser estudados simultaneamente. Finalmente, a diversidade genética presente 

nos parentais da população segregante é limitada (GLOWINSKI; FLINT-GARCIA, 

2018). 

 

2.4.3. Mapeamento associativo 

 

O mapeamento associativo é um método de mapeamento de QTL que 

originalmente foi empregado para analisar doenças em humanos. No entanto, tem 

sido extensivamente utilizado nos estudos genéticos em plantas. Por meio do estudo 

de diferenças polimórficas entre nucleotídeos utilizando marcadores anônimos 
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distribuídos em todo o genoma, são realizados os estudos de associações entre os 

SNPs e um determinado fenótipo (GLOWINSKI; FLINT-GARCIA, 2018).  No estudo 

da associação genômica ampla, centenas e milhares de SNPs estão envolvidos, o 

que garante que os produtos do GWAS forneçam uma imagem completa da variação 

genética (BARRETT et al., 2004; WANG et al., 2005).  

O emprego do GWAS para o mapeamento de QTL, quando 

comparado com o mapeamento de ligação em populações biparentais, apresenta as 

seguintes vantagens: possibilidade de utilização de um painel pré-existente de 

materiais não relacionados, dispensando o desenvolvimento de populações via 

cruzamentos biparentais; a possibilidade de investigar, simultaneamente, um grande 

número de alelos por lócus; e o aumento significativo na resolução de mapeamento. 

No entanto, o GWAS apresenta como desvantagem a necessidade de conhecimento 

aprofundado de SNPs e maior quantidade de marcadores (GLOWINSKI; FLINT-

GARCIA, 2018).  

O GWAS tem sido aplicado em diversas culturas agrícolas como a 

soja (HWANG et al., 2014; ZHANG et al., 2015) e em cereais como o arroz (HUANG 

et al., 2010; ZHANG et al., 2017), o trigo (LIU et al., 2017; Yu et al., 2017),  e o milho 

(KUMP et al., 2011; LI et al., 2013; LI et al., 2016; REVILLA et al., 2016; 

RIEDELSHEIMER et al., 2012; WANG et al., 2016; WEN et al., 2014; ZAIDI et al., 

2016; ZHANG et al., 2017).  

Em milho, a linhagem B73 foi a primeira da espécie a ser genotipada 

via marcadores SNPs, tornando-se o genoma de referência para a cultura do milho 

(SCHNABLE et al., 2009). A partir da linhagem B73, todos os SNPs identificados em 

outros germoplasmas de milho são comparados (alinhamento de sequências) com o 

genoma de referência (B73), com o objetivo de validar os SNPs em outros genótipos 

de milho. Diversos painéis de milho têm sido utilizados no GWAS, dentre estes, 

podemos citar painéis de milho temperado, tropical, milho grão e milho pipoca. Todos 

os painéis são comparados com o genoma de referência para o milho (GLOWINSKI; 

FLINT-GARCIA, 2018). 

O GWAS em populações de milho apresenta como efeitos práticos a 

introgressão de alelos alvos favoráveis ou a eliminação de alelos deletérios para 

emprego no melhoramento, quando encontram-se, de forma robusta (repetitiva) 
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marcadores associados a características de interesse (BIAN; HOLLAND, 2017). Em 

estudo realizado com milho, por meio do emprego do mapeamento associativo, 28 

QTLs associados a características de produtividade foram identificados (massa de 

100 grãos, comprimento da espiga, diâmetro da espiga, diâmetro do sabugo, número 

de fileiras de grãos, número de grãos por fileira, massa da espiga e massa de grãos 

por planta) (SU et al., 2017). Além da identificação de QTLs associados com a 

produtividade de grãos, QTLs para qualidade nutricional dos grãos se tornam cada 

vez mais importantes. 

Devido às vantagens que apresenta, o GWAS se tornou o método 

padrão para identificação de QTL ou regiões genômicas em plantas, incluindo a 

cultura do milho (COAN et al., 2018). Com o objetivo de elucidar o entendimento de 

genes-chave envolvidos na variação natural do conteúdo de amido, o GWAS tem sido 

empregado para explorar a variação alélica em loci gênicos previamente associados 

com a biossíntese de amido em milho (LIN et al., 2019; LIU et al., 2018). 

 

2.4.4. Mapeamento associativo para características nutricionais 

 

A expressão de características como concentração e composição de 

nutrientes é proveniente de loci quantitativos (QTL). Estas características apresentam 

maior complexidade quando comparadas às qualitativas. Muitos genes estão 

envolvidos no controle de características quantitativas. Estes genes são influenciados 

pelo ambiente, o que dificulta as análises genéticas. Dessa forma, o processo para 

seleção de características com herança quantitativa é mais complexo, pois apenas 

uma parte do desempenho do fenótipo é proveniente dos efeitos genéticos. A variação 

genética de características quantitativas é controlada pelo efeito coletivo dos QTLs, 

interação entre QTL (epistasia), interação entre ambiente e interação entre QTL e 

ambiente. Como dito anteriormente, os estudos para QTLs são realizados por 

métodos que associam o genótipo ao fenótipo, como, por exemplo, o mapeamento de 

ligação e estudos de associação genômica ampla (ELSHIRE et al., 2011; 

GLOWINSKI; FLINT-GARCIA, 2018). Nesse sentido, o emprego de seleção assistida 

por marcadores (SAM) para identificar e introgredir QTLs em germoplasma elite, é 

uma ferramenta biotecnológica crucial para acelerar o melhoramento genético das 
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culturas agrícolas (WANG et al., 2017). 

Dentre as técnicas empregadas na SAM, as tecnologias de 

sequenciamento de próxima geração estão revolucionando os estudos genéticos e o 

desenvolvimento de marcadores moleculares, aumentando exponencialmente o 

número de variantes genéticas que podem ser descobertas em um único experimento 

(STAPLEY et al., 2010). Essa tecnologia tem sido utilizada para o sequenciamento do 

genoma integral de espécies e também para projetos de re-sequenciamento, onde o 

genoma de vários indivíduos da mesma espécie é sequenciado para descobrir um 

grande número de polimorfismos únicos com a finalidade de explorar a diversidade 

dentro da espécie, construir mapas e realizar estudos de associação genômica ampla 

(ELSHIRE et al., 2011). 

A concentração e a composição do amido nos grãos de milho são 

características complexas, sendo controladas por muitos genes. Diversos trabalhos 

foram desenvolvidos com objetivo de identificar os genes que atuam na biossíntese 

de amido no grão de milho. Por meio de marcadores microssatélites, genes como ae1 

e sh1 se mostraram significativamente associados com o nível de amido em grãos de 

milho (WILSON et al., 2004). Em um estudo realizado em um painel de 282 linhagens 

utilizando marcadores SNPs, foram identificados 21 QTLs associados ao conteúdo de 

amido nos grãos de milho (COOK et al., 2012). Além disso, recentemente, 

pesquisadores genotiparam 149 linhagens de milho utilizando SNPs e identificaram 

um SNP significativo na região GRMZM5G852704_T01, localizada no QTL maior 

Qsta9.1 no cromossomo 9, controlando o conteúdo de amido nos grãos de milho (LIN 

et al., 2019).  

Além de aumentar o conteúdo de amido nos grãos de milho, é 

importante promover em conjunto o aumento do teor de micronutrientes essenciais 

(BOHRA et al., 2019). Hindu e colaboradores (2018) realizaram um estudo associativo 

com 923 linhagens de milho para teor de zinco e ferro nos grãos e identificaram 20 

SNPs para Zn e 26 para Fe. Nesse trabalho, novas regiões genômicas foram 

identificadas para teor de Zn e Fe (HINDU et al., 2018). O gene GRMZM2G489070, 

localizado no cromossomo 9, foi identificado como comum para conteúdo de Zn e Fe 

em grãos de milho. 
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2.5. ANÁLISE DIALÉLICA PARA ESTUDOS GENÉTICOS DE CARACTERÍSTICAS NUTRICIONAIS 

  

A análise dialélica é empregada nos programas de melhoramento de 

milho para identificação de combinações superiores e estimação de parâmetros 

genéticos. Esta metodologia permite estimar a capacidade de combinação dos 

parentais em avaliação, bem como inferir sobre o tipo de ação gênica para diversas 

características, como produtividade de grãos e teores nutricionais, auxiliando os 

melhoristas na seleção (HIREMATH et al., 2013). De acordo com Hallauer et al. 

(2010), a análise dialélica é definida como cruzamento realizado em pares para n 

parentais, onde o mesmo indivíduo pode ser utilizado como parental masculino ou 

feminino nos cruzamentos. É um método amplamente utilizado para investigar as 

propriedades genéticas dos parentais. A análise dialélica pode ser utilizada na escolha 

de populações para melhoramento intrapopulacional, estudos detalhados da heterose 

em híbridos, efeitos genéticos envolvidos no controle de características de importância 

para o melhoramento e na escolha de parentais para hibridação. 

Diversos métodos de análise dialélica têm sido propostos, sendo 

Hayman (1954), Griffing (1956) e Gardner e Eberhart (1966), os mais utilizados. O 

método de Hayman visa identificar os efeitos genéticos de aditividade e de 

dominância, enquanto o método de Gardner e Eberhart tem como foco a heterose e 

seus componentes. Por sua vez, o método de Griffing tem como objetivo avaliar o 

desempenho dos parentais em combinações híbridas, por meio da capacidade geral 

e específica de combinação (CGC e CEC, respectivamente). 

O modelo da análise dialélica pode ser completo (modelo I, II, III e IV 

de Griffing 1956), incompleto, parcial ou circulante. No modelo completo, todos os 

cruzamentos (híbridos) são incluídos, os parentais e recíprocos são facultativos. O 

modelo incompleto é semelhante ao modelo completo, no entanto, ocorrem perdas de 

cruzamentos específicos. Já no modelo parcial, os parentais são divididos em grupos 

distintos e os cruzamentos são realizados entre os grupos. Finalmente, no modelo 

circulante, n parentais são avaliados em k combinações híbridas. 

Os métodos propostos por Griffing podem variar em relação à inclusão 

dos parentais e/ou cruzamentos recíprocos. Quatro métodos podem ser aplicados, 

conforme o exemplo a seguir: Método I - inclui todos os possíveis cruzamentos (F1 e 
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recíprocos) e os parentais (n), sendo avaliados n2 genótipos; Método II - envolve o 

conjunto de parentais e seus cruzamentos, sem incluir os recíprocos, avaliando um 

total de n(n+1)/2 genótipos; Método III - todos os cruzamentos são incluídos (F1´s e 

recíprocos), ficando de fora os parentais, totalizando n(n-1) genótipos para avaliação; 

e Método IV - apenas um conjunto de n(n-1)/2 cruzamentos é incluído, excluindo os 

parentais e os cruzamentos recíprocos. 

Sprague e Tatum (1942) propuseram o termo capacidade geral e 

específica de combinação. Através da análise dialélica, é possível verificar a CGC e a 

CEC, além dos efeitos genéticos para uma determinada característica, como efeitos 

aditivos (CGC), de dominância e epistasia (CEC) para determinado grupo de 

linhagens ou população.  

Desde que a análise dialélica foi proposta, milhares de trabalhos têm 

empregado tal método no melhoramento do milho. Osorno e Carena (2008), por meio 

de cruzamentos dialélicos, avaliaram o conteúdo de amido entre 10 populações de 

milho adaptadas aos Estados Unidos. Os autores verificaram efeitos significativos de 

CGC e CEC, sendo que os efeitos de CEC foram mais significativos para conteúdo de 

amido, indicando maior importância dos efeitos não-aditivos. Long et al. (2004) 

avaliaram cruzamentos dialélicos entre 14 linhagens adaptadas ao sul da África para 

concentração de zinco e ferro nos grãos e verificaram que a CGC foi mais importante 

do que a CEC, indicando que a avaliação per se de linhagens pode indicar linhagens 

promissoras. 
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RESUMO. O milho (Zea mays L.) é um dos principais alimentos básicos empregados 
na dieta de milhões de pessoas na África e América Latina. Com o objetivo de 
melhorar o conteúdo de nutrientes no grão de milho, o presente estudo teve como 
objetivo identificar regiões genômicas associadas ao conteúdo nutricional em um 
painel de 132 linhagens de milho grão e pipoca utilizando 273775 SNPs. O painel foi 
fenotipado para quatro nutrientes (cálcio - Ca, magnésio - Mg, ferro - Fe e zinco - Zn) 
em duas safras agrícolas no município de Londrina, Paraná, Brasil. Para o estudo de 
associação genômica foram utilizados cinco métodos multi-loci (FASTmrEMMA, 
FASTmrMLM, ISIS EM-BLASSO, mrMLM e pLARmEB). Com a finalidade de obter 
resultados mais precisos, apenas os QTNs (Quantitative Trait Nucleotide) que 
apresentaram repetibilidade, ou seja, que foram detectados pelo menos três vezes por 
diferentes métodos ou ambientes, foram considerados verdadeiramente significativos 
e foram utilizados na busca por alelos superiores e genes candidatos. Foi observada 
uma ampla variabilidade para os teores de nutrientes nos acessos avaliados, com 
valores de herdabilidade variando de 0,40 (Mg) a 0,52 (Zn). Um total de 637 QTNs 
foram detectados para os quatro nutrientes, sendo que destes, 39 apresentaram 
repetibilidade e foram utilizados para os demais estudos. O número de QTNs 
encontrado foi 11, 10, 10 e oito para Ca, Mg, Zn e Fe, respectivamente. O acúmulo de 
alelos superiores em um mesmo acesso revelou aumento gradual no teor de 
nutrientes no grão, indicando que essas marcas genéticas podem ser utilizadas em 
futuros programas de melhoramento visando a biofortificação do milho. Os loci 
identificados no presente trabalho serão importantes para o melhoramento de milho 
grão e pipoca de origem tropical no Brasil para as características nutricionais 
estudadas. 
 

Palavras-chave: Zea mays L.; biofortificação; GWAS; alelos favoráveis.   
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ABSTRACT. Maize (Zea mays L.) is one of the main staple foods for millions of people 
in Africa and Latin America. In order to improve nutrient content in maize, the present 
study aimed to identify genomic regions associated with nutritional contents in a panel 
with 132 field and popcorn maize inbred lines and 273775 SNPs. The panel was 
phenotyped for four nutrients (calcium – Ca, magnesium – Mg, iron – Fe, and zinc – 
Zn) in two crop seasons in Londrina, Paraná State, Brazil. For the genomic association 
study, five multi-loci methods (FASTmrEMMA, FASTmrMLM, ISIS EM-BLASSO, 
mrMLM, and pLARmEB) were applied. In order to obtain more accurate results, only 
the QTNs (Quantitative Trait Nucleotide) that showed repeatability, in other words, that 
were detected at least three times by different methods or environments, were 
considered significant and were used to look for superior alleles and candidate genes. 
A wide variability for nutrient content was observed in the evaluated accessions, with 
heritability values ranging from 0,40 (Mg) to 0,52 (Zn). A total of 637 QTNs were 
detected for the four nutrients, in which 39 showed repeatability and were utilized for 
further studies. The numbers of QTNs found were 11,10,10, and eight for Ca, Mg, Zn, 
and Fe, respectively. The accumulation of superior alleles in the same accession 
revealed a gradual increase in grain nutrient content, indicating that these marks can 
be applied in future breeding programs aiming at maize biofortification. The loci 
identified in the present study will be important for tropical field corn and popcorn 
breeding in Brazil concerning the nutritional traits studied. 
 

Keywords: Zea mays L.; biofortification; GWAS; favorable alleles. 
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INTRODUÇÃO 

O grão de milho (Zea mays L.) é uma importante fonte de 

carboidratos, o qual compõe 65-75% do seu peso total (LIU et al., 2016; LIN et al., 

2019; WILSON et al., 2004). O milho e seus produtos constituem por volta de 30% do 

suprimento alimentar nas Américas, 38% na África e 6,5% na Ásia, sendo uma 

importante fonte de segurança alimentar e desenvolvimento econômico (PRASANNA 

et al., 2020). No entanto, em regiões em que a população tem uma dieta altamente 

dependente de produtos derivados do milho, pessoas tendem a apresentar 

deficiências para importantes nutrientes como vitamina A, ferro (Fe) e zinco (Zn), o 

que desencadeia problemas graves de saúde (SALTZMAN et al., 2013; PALACIOS-

ROJAS et al., 2020; PRASANNA et al., 2020). Aproximadamente dois bilhões de 

pessoas no mundo sofrem com problemas de deficiência de micronutrientes (BOUIS; 

SALTZMAN, 2017; VASCONCELOS et al., 2017).    

Dentre as diferentes estratégias para enriquecer a dieta humana com 

micronutrientes, a biofortificação é considerada a abordagem mais viável e econômica 

(BOUIS; SALTZMAN, 2017). A biofortificação consiste em aumentar a concentração 

de vitaminas e minerais em uma cultura por meio do manejo cultural e/ou 

melhoramento genético de plantas (método convencional ou engenharia genética) 

(DELFINI et al., 2020). Na cultura do milho, diversos trabalhos vêm sendo conduzidos 

visando o desenvolvimento de cultivares biofortificadas como, por exemplo, com alta 

qualidade de proteína (QPM) (COOK et al., 2012; TANDZI et al., 2010) e enriquecidas 

com pró-vitamina A (AZMACH et al., 2018; OWENS et al., 2014; SUWARNO et al., 

2015), vitamina E (FENTON et al., 2018; LI et al., 2012), zinco (HINDU et al., 2018; 

MAQBOOL; BESHIR, 2019) e ferro (HINDU et al., 2018).  

Para Fe e Zn, diversos estudos têm demonstrado uma ampla 

variabilidade genética para a cultura do milho (CHEN et al., 2007; HINDU et al., 2018; 

MALLIKARJUNA et al., 2015; MAZIYA-DIXON et al., 2010; PIXLEY et al., 2011), 

indicando um potencial considerável para aumento dessas características via 

melhoramento de plantas. No entanto, o controle genético para os teores desses 

nutrientes nos grãos é complexo, sendo características reguladas por muitos genes 

que são influenciados por diversos fatores, tais como condições ambientais, 
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mobilização do nutriente no solo, aquisição pela raiz, translocação, redistribuição 

dentro da planta e deposição na semente (HINDU et al., 2018; JIN et al., 2013; 

MALLIKARJUNA et al., 2020). 

O estudo de associação genômica ampla (GWAS) possibilita a 

investigação da enorme diversidade genética do milho para desvendar os 

mecanismos moleculares de características complexas como a absorção de minerais 

e seu acúmulo nos grãos (HINDU et al., 2018). O método usa numerosas 

recombinações históricas em uma grande população natural que oferece potencial 

para localizar características genéticas efetivamente determinantes em uma região 

mais estreita. Além disso, a aplicação do polimorfismo do nucleotídeo único (SNP) em 

estudo de GWAS fornece uma ampla cobertura do genoma, ajudando a identificar 

variações funcionais que governam a característica (CORTES et al., 2021; GUPTA et 

al., 2019; KORTE; FARLOW, 2013).   

O avanço das tecnologias de NGS permitiu também o progresso de 

técnicas que visam identificar marcadores SNPs. Com essa finalidade, a técnica de 

genotipagem por sequenciamento (GBS) tem sido amplamente utilizada em plantas 

(NADEEM et al., 2018; RASHEED et al., 2017). Nessa abordagem, empregam-se 

enzimas de restrição para reduzir a complexidade dos genomas. Assim o 

sequenciamento se limita às regiões que circundam o sítio de corte dessas enzimas. 

Além disso, adaptadores específicos são ligados às extremidades dos fragmentos de 

DNA, permitindo a multiplexação de amostras para o sequenciamento em uma mesma 

reação, o que reduz drasticamente o custo da genotipagem (ELSHIRE et al., 2011).  

Um ponto importante para os estudos de GWAS é o modelo 

matemático aplicado para a associação do marcador com a característica alvo. Com 

o avanço da genética quantitativa molecular, vários métodos de mapeamento por 

associação têm sido desenvolvidos para a dissecação genética das características 

complexas. A maioria dos trabalhos desenvolvidos para a cultura do milho utiliza 

modelos de GWAS single-locus, como, por exemplo, os modelos lineares gerais 

(General linear model – GLM) e mistos (Mixed linear models – MLM). Esses modelos 

testam a significância da associação marcador-característica de um marcador por vez, 

resultando em associações significativas baseadas em uma correção rigorosa para 

múltiplos testes (por exemplo, Bonferroni e FDR – False Discovery rate). Devido a 
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esse rigor de alta significância, esses métodos só detectam Quantitative Trait 

Nucleotides (QTN) de grande efeito, deixando de identificar poligenes de pequeno 

efeito para características complexas (LAN et al., 2020). 

Métodos alternativos multi-loci têm sido propostos para solucionar 

esse problema, com a grande vantagem de que não é utilizada a correção de 

Bonferroni para múltiplos testes. Alguns desses métodos são FASTmrEMMA (WEN et 

al., 2018), FASTmrMLM (TAMBA; ZHANG, 2018), ISIS EM-BLASSO (TAMBA et al., 

2017), mrMLM (WANG et al., 2016) e pLARmEB (ZHANG et al., 2017). Essas 

abordagens diferem dos outros métodos multi-loci pelo fato de possuírem duas 

etapas. A primeira etapa considera o efeito do SNP como aleatório e todos os 

marcadores potencialmente associados são selecionados por um modelo MLM de 

efeito aleatório do SNP (random-SNP-effect; MLM) com uma correção modificada de 

Bonferroni para o teste de significância. Na segunda etapa, todos os marcadores são 

colocados em um único modelo e todos os efeitos diferentes de zero são detectados 

por um teste de razão de verossimilhança para identificação de QTNs (CHANG et al., 

2018). 

Há poucos relatos na literatura sobre o mapeamento associativo em 

germoplasma de milho tropical e pipoca, sendo que grande parte dos estudos tem 

sido realizada com milho temperado. Germoplasma de milho temperado possui base 

genética mais estreita em relação ao milho tropical. Nesse contexto, identificar QTLs 

e realizar o mapeamento associativo em milho tropical pode revelar novos genes ou 

regiões genômicas que atuam no aumento do teor de nutrientes. Nosso estudo utilizou 

a plataforma Illumina HiSeq 2000 para realizar a genotipagem de um painel diverso 

de 132 linhagens de milho grão e pipoca de germoplasma tropical por meio de GBS e 

descobrir SNPs associados ao conteúdo de nutrientes no grão. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Material Genético 

 

Um painel com 132 linhagens de milho (Tabela 1.1), formado por 77 

acessos de milho grão e 55 de milho pipoca adaptados às condições tropicais, foi 

avaliado em condições de campo, na safra 2018/2019 e segunda safra de 2019. Este 

painel é proveniente do Programa de Melhoramento de Milho da Universidade 

Estadual de Maringá. 
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Tabela 1.1 – Lista das linhagens de milho do Programa de Melhoramento de Milho da Universidade Estadual de Maringá, 
genotipadas por marcadores SNPs e utilizadas no estudo de GWAS  
 
Número Genotipagem BID Grupo Número Genotipagem BID Grupo Número Genotipagem BID Grupo  

1 100-P7-2-3 Pipoca 23 136-TORK-53H20.2 Grão 45 162-P1780 Pipoca 
2 102-PREMIUM-28H13.2 Grão 24 137-POP203-56.1 Grão 46 163-POP102-91.2 Grão 
3 103-CML19 Grão 25 138-POP102-166.5 Grão 47 164-30-11 Grão 
4 104-P1-3 Pipoca 26 139-A2560-62H23.2 Grão 48 165-POP101-197.1 Grão 
5 105-DKB747-45H17.5 Grão 27 140-POP101-195.2 Grão 49 167-29-154 Grão 
6 106-ANGELA-L70 Pipoca 28 141-P9-1-3 Pipoca 50 16-FORT-87H6.4-248 Grão 
7 107-GP11-1 Pipoca 29 142-FLASH-22H11.1 Grão 51 170-DKB747-40H17.3 Grão 
8 108-FORT-85H6.2-242 Grão 30 144-P9-11-1 Pipoca 52 171-FORT-86H6.3 Grão 
9 109-DKB747-29H17.3 Grão 31 145-BEIJAFLOR-L76 Pipoca 53 174-A2560-176 Grão 
10 111-AG8080-8H3.2-6 Grão 32 147-P8-1-5-5 Pipoca 54 175-A2560-164 Grão 
11 115-DKB747-37H17.2 Grão 33 148-P9-8-1 Pipoca 55 176-DKB747-41-101 Grão 
12 117-GP14 Pipoca 34 149-TORK-55H20.3 Grão 56 177-DKB747-47-121 Grão 
13 119-VIcOSA-L77 Pipoca 35 14-P8-1-1 Pipoca 57 17-P1-9 Pipoca 
14 11-DKB350-78H30.1 Grão 36 151-FORT-84H6.1 Grão 58 183-P9-2-3 Pipoca 
15 121-ANGELA-L71 Pipoca 37 152-P8-1-5-13 Pipoca 59 185-P9-1-6 Pipoca 
16 122-30F33-70H23.1 Grão 38 153-CD303-91.H4.4 Grão 60 189-DKB440-73-H28.1 Grão 
17 126-30F98-75H29.2 Grão 39 155-DAS2C599-95H34.4 Grão 61 18-P11-1 Pipoca 
18 127-ANGELA-L66 Pipoca 40 156-CML12 Grão 62 190-Premium-29-h13.3 Grão 
19 128-P3-1-2 Pipoca 41 157-GP12 Pipoca 63 192-DAS2C595-95 Grão 
20 12-DKB747-50H17.6 Grão 42 15-P20 Pipoca 64 193-DAS2C599-93 Grão 
21 131-CD303-90H4.3 Grão 43 160-SPEED-81H33.1 Grão 65 195-BEIJAFLOR-L55 Pipoca 
22 134-P9-5-3 Pipoca 44 161-P6-11 Pipoca 66 199-PRO23-245-1 Grão 
67 19-P3-3T Pipoca 96 56-DKB747-36H17.2 Grão 125 89-30-29 Grão 
68 1-GP1 Pipoca 97 58-P9-5-1 Pipoca 126 8-P7-L7-1 Pipoca 
69 200-URUG298-98-2 Pipoca 98 59-POP202-177.1 Grão 127 90-POP103-81.4 Grão 
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(Continuação da Tabela 1.1) 
Número Genotipagem BID Grupo Número Genotipagem BID Grupo Número Genotipagem BID Grupo 

70 206-CHZM13134-66-2 Grão 99 5-T5-AVANT-14H5.5 Grão 128 92-POP202-76.1 Grão 
71 207-SAM274-2 Pipoca 100 60-FLASH-20H11.1 Grão 129 96-P19 Pipoca 
72 20-T1-P8-2 Pipoca 101 61-DAS422-80H31.2 Grão 130 97-DKB350-19H9.1 Grão 
73 25-30F33-69H26.1 Grão 102 62-P8-2-2-5 Pipoca 131 98-AVANT-13H5.4 Grão 
74 26-P1-12 Pipoca 103 64-P8-1-5-10 Pipoca 132 99-W57 Grão 
75 27-GP13 Pipoca 104 65-P9-1-2 Pipoca       
76 28-P9-1 Pipoca 105 66-30-23 Grão       
77 29-P7-2-4 Pipoca 106 67-POP201-198.4 Grão       
78 2-GP4 Pipoca 107 68-A2560-66H23.4 Grão       
79 30-DKB747-43H17.4 Grão 108 69-TORK-54H20.3 Grão       
80 31-CD303-89H4.2 Grão 109 6-POP103-88.1 Grão       
81 33-P9-4-5 Pipoca 110 71-31-88 Grão       
82 36-P6-1 Pipoca 111 72-P7-4-5 Pipoca       
83 38-AVANT-10H5.1 Grão 112 74-P9-12-1 Pipoca       
84 39-DKB747-41H17.3 Grão 113 76-POP102-90.1 Grão       
85 3-P9-4-6 Pipoca 114 77-29-14 Grão       
86 40-P8-1-5-9 Pipoca 115 78-31-97 Grão       
87 41-P1-19 Pipoca 116 79-POP202-88.2 Grão       
88 42-P18 Pipoca 117 7-30F33-71H26.2 Grão       
89 43-DKB350-76H30.1 Grão 118 80-30-15 Grão       
90 46-P4-4 Pipoca 119 81-T3-P9-3-2 Pipoca       
91 47-P8-2-2-2 Pipoca 120 82-POP201-192.1 Grão       
92 49-AVANT-12H5.3 Grão 121 83-29-92 Grão       
93 4-AG8080-7H3.1 Grão 122 84-POP203-51.2 Grão       
94 51-P8-2-MULT Pipoca 123 86-CML13 Grão       
95 54-GP10 Pipoca 124 88-POP103-80.5 Grão       
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Condição experimental 

 

Os experimentos foram conduzidos na área experimental da 

Universidade Estadual de Londrina (UEL) (23°20'23"S, 51°12'32"O, 532 m de 

altitude), na safra 2018/2019 e segunda safra de 2019 (representando dois 

ambientes). O solo da área experimental da UEL é classificado como Latossolo 

Vermelho eutroférrico. O clima é classificado como subtropical úmido 

mesotérmico - Cfa, segundo classificação de Köppen. Os dados de precipitação, 

temperatura máxima e mínima foram obtidos do Instituto de Desenvolvimento 

Rural do Paraná – IDR-PR (Figura 1.1). 

 
Figura 1.1 – Dados diários da precipitação e temperatura máxima e mínima 
durante o período experimental em Londrina 2018 (A) e 2019 (B). 

 

As análises químicas do solo (0-20 cm) foram realizadas 

anteriormente à instalação dos experimentos, apresentando os seguintes 

resultados para safra 2018/2019 e segunda safra 2019, respectivamente: 

pHH2O= 5,2 e 5,2; P= 9,42 e 9,33 mg dm3; K+= 2,43 e 2,43 cmolc dm3; Ca+2= 

5,18 e 5,8 cmolc dm3; Mg+2= 2,12 e 2,12 cmolc dm3; CTC= 9,74 e 10,36 cmolc 

dm3. Com base nos resultados da análise química, aplicou-se 300 Kg ha-1 no 

sulco de semeadura do formulado 04-30-10. Além da adubação nitrogenada de 

semeadura, realizaram-se duas aduções de N em cobertura (nas fases V3 e V6), 

totalizando 240 Kg de N ha-1 disponibilizado para a cultura. 

O delineamento experimental adotado foi o de blocos completos 

ao acaso com três repetições e 132 tratamentos. As parcelas foram constituídas 



36 

 

por 1 linha de 3 m de comprimento, com espaçamento de 0,45 m entre linhas e 

3,2 sementes por metro linear. Os experimentos foram implantados 

manualmente nas duas safras. Foram semeadas duas sementes por cova com 

desbaste após a emergência, garantindo uma população final de 71.111 plantas 

ha-1. A área útil das parcelas foi definida como 2 m centrais da linha, retirando 

0,5 m de cada extremidade. Durante o ciclo da cultura, as plantas foram irrigadas 

e foram adotadas práticas de manejo recomendadas para a cultura. O manejo 

de plantas daninhas, pragas e doenças foi realizado com base nas 

recomendações técnicas para o milho. 

 

Fenotipagem  

 

As seguintes características foram avaliadas: conteúdo de 

cálcio, magnésio, ferro e zinco. Para a quantificação de nutrientes nos grãos, 

após a maturidade fisiológica, foi efetuada a colheita de cada parcela 

experimental, retirando-se uma amostra de 100 g de sementes sem danos físicos 

ou danos causados por insetos e livres de doenças, as quais foram armazenadas 

em câmara fria com temperatura de 5,6 ºC e 33% de umidade, até a realização 

das análises laboratoriais. 

Para determinação do conteúdo de micronutrientes, as amostras 

de cada parcela foram acondicionadas em sacos de papel e levadas para estufa 

com ventilação forçada a 65 ºC até peso constante. Em seguida, as amostras 

foram moídas e homogeneizadas. Os nutrientes foram quantificados pelo 

método de Silva (2009). Inicialmente foi realizada uma digestão nitroperclórica 

com solução de HNO3:HClO4, na proporção 3:1, de 0,5 g da farinha de cada 

amostra em um tubo digestor de 80 mL. A concentração foi determinada por 

fotometria de chama e espectrofotometria de absorção atômica. 

 

Análise dos dados fenotípicos 

 

A análise de variância dos dados foi realizada por meio do 

software SAS (SAS INSITUTE, 2000), empregando a função PROC GLM e o 

modelo estatístico: Yijk = μ + Gi + B/Ajk + Aj + GAij + εijk, em que: Yijk: representa 

o i-ésimo genótipo no j-ésimo ambiente e no k-ésimo bloco; μ: é a média geral; 
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Gi: é o efeto do i-ésimo genótipo; B/Ajk: corresponde ao bloco dentro de ambiente 

no j-ésimo ambiente e no k-ésimo bloco; Aj: é o efeito do j-ésimo ambiente; GAij: 

é o efeito da interação do i-ésimo genótipo com o j-ésimo ambiente; εijk: é o efeito 

do erro experimental. As médias ajustadas para cada genótipo em cada 

ambiente e as médias dos ambientes foram obtidas por meio da ferramenta 

LSmeans do procedimento GLM. A herdabilidade (h2) foi estimada por meio da 

equação h2 = 2
G/2

F, em que, as variâncias genotípicas (2
G) e fenotípicas (2

F) 

foram estimadas pelas seguintes equações: 2
G = (QMG - QME)/ra e 2

F = 

QMG/ra, em que, QMG é o quadrado médio de genótipos; QME é o quadrado 

médio do erro, r é o número de repetições e a o número de ambientes. As 

representações gráficas como histograma, correlação de Pearson e box plot 

foram obtidas por meio do software R (R PROGRAM, 2020). 

 

DNA genômico e descoberta de SNPs por GBS 

 

Os procedimentos da extração de DNA, genotipagem e 

processamento de dados foram realizados no Institute of Genomic Diversity na 

Cornell University, conforme descrito por Coan et al. (2018).    

 

Desequilíbrio de ligação 

 

O desequilíbrio de ligação (LD) entre os SNPs foi estimado 

utilizando o pacote “LDcorSV” (DESROUSSEAUX et al., 2017) do software R. 

Esse pacote corrige o LD de vieses causados devido à estrutura populacional e 

parentesco. Além do r2 convencional, foram calculados o r2 corrigido pela 

estrutura populacional (r2
s), r2 considerando o parentesco (kinship) (r2

v) e, por 

fim, r2 incluindo estrutura populacional e parentesco (r2
vs). Como estrutura 

populacional, foi utilizado o resultado do software STRUCTURE para K=2 e a 

matriz de parentesco foi calculada utilizando o pacote “rrBLUP” (ENDELMAN, 

2011) do R. O LD decay foi calculado por um método não linear (HILL; WEIR, 

1988) e ajustado com a função nls no programa R. 

 

Estudo de associação genômica ampla 
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Foram utilizados cinco métodos multi-loci de GWAS 

implementados no software mrMLM.GUI 4.0 (YA-WEN et al., 2019), a fim de 

detectar QTNs significantes para as características alvo, sendo eles 

FASTmrEMMA, FASTmrMLM, ISIS EM-BLASSO, mrMLM e pLARmEB. Para 

minimizar falsos positivos e aumentar o poder da análise, a estrutura 

populacional (Q) e a matriz de kinship (K) foram incluídas no modelo. O resultado 

do software Structure k=2 foi utilizado para Q e a matriz de kinship foi calculada 

pelo software mrMLM.GUI 4.0. Os parâmetros utilizados foram os padrões, e o 

valor crítico para associações significativas foi LOD  3 para todos os métodos. 

Os dados fenotípicos utilizados para GWAS foram as médias ajustadas de cada 

um dos dois ambientes e a média geral ajustada (2018, 2019 e LSmeans). Com 

a finalidade de obter resultados mais precisos, apenas os QTNs que 

apresentaram repetibilidade, ou seja, que foram detectados pelo menos três 

vezes por diferentes métodos ou ambientes, foram considerados 

verdadeiramente significativos e foram utilizados na busca por alelos superiores 

e por genes candidatos. 

 

Identificação de alelos superiores 

 

Para cada QTN, todos os acessos do painel foram, 

primeiramente, divididos em dois grupos baseados no genótipo do QTN e foram 

identificados os alelos que causam efeito positivo no fenótipo, ou seja, que 

aumentam o teor de minerais. Foi identificado, então, o número de alelos 

superiores ou favoráveis em cada acesso, bem como verificado se o acúmulo 

desses alelos superiores em um mesmo acesso resulta em teores nutricionais 

superiores. 

 

Busca por genes candidatos 

 

Potenciais genes candidatos foram buscados em torno dos 

QTNs que foram detectados por múltiplos métodos. O raio de busca (distância 

física) foi determinado de acordo com o ponto no qual ocorre a metade do 

decaimento (half decay) do LD corrigido pela estrutura populacional e parentesco 

(r2
vs). Os genes presentes na região de associação foram identificados 
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baseando-se na anotação do genoma de referência do milho Zea mays 

publicado no website Phytozome v10.3 (http://phytozome.net). Em seguida, os 

genes com funções putativas conhecidas, de acordo com a anotação de 

Ontologia Genética (GeneOntology; GO, http:// www.geneontology.org/) 

relacionadas às características de interesse, foram selecionados como genes 

candidatos. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Caracterização Nutricional  

 

Foram determinados os teores de quatro minerais (Ca, Mg, Fe e 

Zn) nos grãos das linhagens de milho (grão e pipoca) do Programa de 

Melhoramento de Milho da Universidade Estadual de Maringá (UEM) em duas 

safras (2018/2019 e 2019). Os resultados da ANOVA estão apresentados na 

Tabela 1.2 e a Figura 1.2 traz as distribuições de frequência do conteúdo desses 

minerais em cada uma das safras.  

 

Tabela 1.2 – Análise de variância e estatística descritiva para diferentes teores 
de minerais detectados nos 132 acessos de milho avaliados em duas safras no 
município de Londrina, Paraná, Brasil 

1/ * e ns = significativo e não significativo ao nível de 5% de probabilidade de acordo com o teste 
F. 

 

Fonte de variação Quadrado Médio1/ 

Mg (mg kg-1) Ca (mg kg-1) Fe (mg kg-1) Zn (mg kg-1) 
Rep/Amb 0,02 0,15 108,50 17,86 
Ambientes (A) 0,62** 62,44** 24555,01** 3888,23** 
Genótipos (G) 0,15** 0,38** 260,41** 170,24** 
G × A 0,14** 0,42** 235,63** 190,76** 
Resíduo 0,09 0,20 132,44 80,42 
CV (%) 24,18 51,72 23,97 18,95 
h2 0,40 0,47 0,49 0,52 
Média 2018 1273 923 48,96 47,59 
Média 2019 1310 1290 56,61 50,57 
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Figura 1.2 – Distribuição de frequências para teor de magnésio (Mg), cálcio (Ca), 
ferro (Fe), e zinco (Zn) em 132 linhagens de milho grão e pipoca de origem 
tropical, avaliadas na safra de 2018/2019 e segunda safra de 2019 em Londrina. 

 

Pela ANOVA, foi observado efeito significativo para todos os 

nutrientes avaliados para as fontes de variação genótipos (G), ambientes (A), e 

interação G x A, indicando uma ampla variabilidade dos genótipos e das safras 

avaliadas. Os coeficientes de variação foram 24,18% (Mg), 51,72% (Ca), 23,97% 

(Fe) e 18,95% (Zn), apresentando boa qualidade experimental, enquanto os 

valores de herdabilidade (h2) foram 0,40 (Mg), 0,47 (Ca), 0,49 (Fe) e 0,52 (Zn). 

Para estimativas de herdabilidade, Šimić et al. (2009) avaliaram 294 famílias F4 

de linhagens de milho oriundas do cruzamento entre B84 x Os6-2 na Croácia e 

encontraram valores de h2 de 0,46 para Fe e 0,59 para Zn, sendo similares às 
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estimativas deste estudo. No entanto, variações podem ocorrer devido a 

interação genótipo ambiente.  

Os teores médios dos nutrientes (Mg, Ca, Fe e Zn) foram 

maiores na safra de 2019. Para esses nutrientes os valores médios obtidos foram 

de 1273, 923, 48,96 e 47,59 mg ha-1, respectivamente, para 2018, enquanto para 

2019, foram de 1310, 1290, 56,61 e 50,57 mg ha-1, respectivamente. Para teores 

de Fe e Zn, Bänziger e Long (2000), avaliando mais de 1400 linhagens e 400 

variedades locais de milho em diferentes ambientes no México e Zimbábue, 

verificaram valores entre 9,6 a 63,2 mg Kg-1 para Fe e 12,9 a 57,6 mg Kg-1 para 

Zn. Em outro estudo, Maziya-Dixon et al. (2020) avaliaram 120 linhagens de 

milho na Nigéria e observaram valores variando de 13,6 a 159 mg Kg-1 para Fe 

e 11,6 a 95,6 mg Kg-1 para Zn. Por meio de análises de concentração de Fe e Zn 

em mais de 1000 genótipos de milho melhorados e 400 landraces oriundas do 

CIMMYT cultivados em diferentes ambientes, Ortiz-Monasterio et al. (2007) 

encontraram valores de Fe que variaram de 20 a 39 e Zn de 25 a 47. 

Essas variações podem estar relacionadas às características 

genéticas dos materiais e ao efeito ambiental, como, por exemplo, o tipo do solo 

e o conteúdo e disponibilidade do nutriente no solo (AKHTAR et al., 2018; JOY 

et al., 2015; WHITE; BROADLEY, 2008; ZHAO et al., 2020). A disponibilidade do 

Fe e Zn é altamente dependente do pH do solo, sendo que, no presente estudo, 

o pH foi de 5,2. Esse pH mais ácido favorece a disponibilidade de 

micronutrientes, incluindo o Fe e o Zn (CAMARGO et al., 1982). 

Para teores de Ca e Mg, Menkir (2008) avaliou 278 linhagens de 

milho em diferentes ambientes e verificou uma variação de 40 a 69 mg Kg-1 para 

Ca e 1137 a 1216 mg Kg-1 para Mg. Esses valores de Ca estão muito abaixo dos 

números encontrados no presente trabalho. Por outro lado, segundo Fornasieri 

(2007), os valores de referência nos grãos de cultivares de milho híbrido são de 

2900 mg Kg-1 para Ca e 8300 mg Kg-1 para Mg. Esses resultados corroboram os 

obtidos neste trabalho, uma vez que, a absorção e acúmulo de nutrientes em 

linhagens de milho é menor quando comparado com híbridos. 

 

Correlação 
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Pela análise de correlação de Pearson, associações de baixa 

magnitude foram observadas entre Mg e Ca (0,29, p < 0,01), Mg e Zn (0,21, p = 

0,018) e Ca e Fe (0,18, p = 0,037). Por sua vez, para Fe e Zn, a correlação foi 

moderada (0,44, p < 0,01). Diversos pesquisadores têm reportado uma 

correlação significativa (r = 0,37 a 0,52) entre Fe e Zn em grãos de milho em 

diferentes ambientes (BAXTER et al., 2014; LUNG’AHO et al., 2011; 

MALLIKARJUNA et al., 2015; QIN et al., 2012; THAKUR et al., 2015). Essas 

correlações podem ser influenciadas por diversos fatores ambientais e genéticos 

e podem ser atribuídas à ligação ou efeitos pleiotrópicos dos genes. Os fatores 

genéticos incluem vários genes que codificam proteínas transportadoras de 

metal no milho ou a presença de transportadores comuns para alguns minerais 

(AKTAR et al., 2018; HINDU et al., 2018; QIN et al., 2012).  

 

Desequilíbrio de ligação 

 

A análise de desequilíbrio de ligação foi realizada para todos os 

cromossomos simultaneamente e individualmente (Figura 1.3). Considerando 

todos os cromossomos, as diferenças entre o r2 convencional (r2 = 0,16; LD half 

decay = 1,41 kb) e corrigido pela estrutura populacional (r2
s = 0,15; LD half decay 

= 1,27 kb) foram pequenas. Por outro lado, o r2 foi afetado pelas correções da 

matriz kinship (r2
v = 0,07; LD half decay = 0,89 kb) e matriz kinship mais estrutura 

populacional (r2
vs= 0,07; LD half decay = 0,89 kb), apresentando resultados 

semelhantes. Segundo Remington et al. (2001), o emprego do LD nos estudos 

de associação genômica permitem uma alta resolução na identificação dos 

genes que podem contribuir para a variação genética. Esses autores analisaram 

102 linhagens de milho representativas da diversidade ao redor do mundo 

utilizada pelos programas de melhoramento de milho e reportaram que o LD 

intragênico decai rapidamente com o distanciamento (r2<0,1 1.5 kb), mas entre 

genes a taxa de declínio é muito variável. Este rápido declínio provavelmente 

reflete o nível alto e eficiente de recombinação dentro de genes em grandes 

populações durante a evolução do milho. YAN et al. (2009) estimaram o LD de 

uma coleção de milho global por meio de marcadores SNPs, demonstrando que 

a distância de decaimento de LD difere entre cromossomos, variando entre 1 a 

10 kb. 
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Figura 1.3 – Análise de decaimento do desequilíbrio de ligação (LD decay) em 
função da distância física sem correção (r2) (A) e corrigido pelo parentesco 
(kinship) (r2

v) (B), estrutura populacional (r2
s) (C) e estrutura populacional e 

parentesco (r2
sv) (D). 

 

Estudo de associação genômica ampla 

 

Ao todo, 637 QTNs foram identificados para os quatro minerais 

(Ca, Mg, Fe e Zn) nos grãos das linhagens de milho (grão e pipoca). Destes, 39 

QTNs foram detectados por pelo menos três métodos dos cinco empregados, 

sendo esses utilizados para o estudo de associação (Tabela 1.3). O número de 

QTNs variou entre os minerais, sendo verificados 11, 10, 8 e 10 QTNs para Ca, 

Mg, Fe e Zn, respectivamente. Hindu et al. (2018), em um estudo de associação 

genômica ampla para teores de Fe e Zn na cultura do milho, identificaram 20 

SNPs associados aos teores de Fe e 26 ao Zn.   



44 

 

Tabela 1.3 – QTNs associados a teores de minerais no milho, detectados pelo menos três vezes via diferentes métodos no painel 
de milho grão e pipoca de origem tropical 

Característica SNP Chr Posição (bp) Efeito QTN 1 LOD score2 PVE (%)3 MAF4 Gen Amb5 Métodos6 

Ca 

S1_101182292 1 101182292 -0.42 ~ -0.06 3.32 ~ 6.38 0.59 ~ 10.29 0.3417 G 2,3 1,2,5 
S1_265252993 1 265252993 -0.15 ~ -0.02 3.39 ~ 5.07 0.44 ~ 5.19 0.375 G 3 1,2,5 
S1_268405350 1 268405350 -0.43 ~ -0.22 5.94 ~ 9.45 0.32 ~ 9.25 0.05 G 2 2,3,5 
S1_272518892 1 272518892 -0.45 ~ -0.06 3.60 ~ 9.83 1.39 ~ 8.43 0.1917 C 2,3 1,2,3,5 
S3_1210743260 3 156529389 -0.07 ~ -0.07 5.50 ~ 19.24 1.44 ~ 3.47 0.0709 T 1 2,3,5 
S4_1765150915 4 240773849 0.13 ~ 0.16 7.74 ~ 11.3 0.80 ~ 6.16 0.4083 C 2 2,3,5 
S5_917370584 5 81116338 0.02 ~ 0.04 3.05 ~ 10.05 0.10~ 1.44 0.1181 C 1 2,3,5 
S6_384062469 6 69420162 -0.21 ~ -0.11 3.31 ~ 9.99 0.19 ~ 5.61 0.1417 G 2 2,3,5 
S6_477501590 6 162859283 0.02 ~ 0.12 3.51 ~ 13.81 1.21 ~ 8.42 0.3622 A 1 1,2,5 
S7_664526101 7 5098266 -0.18 ~ -0.13 4.64 ~ 10.10 0.36 ~ 5.54 0.0917 C 2,3 2,3,5 
S10_31884101 10 23912226 -1.04 ~ -0.02 3.90 ~ 19.22 0.72 ~ 3.64 0.2756 A 1 2,3,5 

Mg 

S1_151492001 1 151492001 -0.17 ~ -0.02 3.32 ~ 8.66 0.63 ~ 4.92 0.2 C 2,3 1,2,3,5 
S1_228726702 1 228726702 0.04 ~ 0.11 10.45 ~ 13.93 3.38 ~ 7.38 0.3937 G 1 1,3,5 
S1_279964480 1 279964480 -0.09 ~ -0.07 4.75 ~ 9.49 3.42 ~ 5.57 0.0709 A 1 2,3,5 
S3_1056360724 3 2146853 0.06 ~ 0.12 3.69 ~ 8.34 1.07 ~ 4.08 0.0667 A 2,3 2,3,5 
S3_1073933077 3 19719206 0.02 ~ 0.06 4.21 ~ 13.39 0.65 ~ 8.54 0.4833 T 3 2,3,5 
S4_1710162776 4 185785710 -0.12 ~ -0.03 3.03 ~ 9.49 0.69 ~ 3.79 0.4 A 2 1,2,3,5 
S5_1025357924 5 189103678 -0.19 ~ -0.05 4.13 ~ 12.95 2.74 ~ 7.8 0.3333 G 2,3 1,2,5 
S6_461051376 6 146409069 -0.08 ~ -0.05 5.28 ~ 8.59 1.72 ~ 3.3 0.2583 G 2 2,3,5 
S8_655855593 8 171805350 0.07 ~ 0.11 7.10 ~ 18.81 3.10 ~ 7.57 0.0709 T 1 2,3,5 
S9_309636884 9 152032705 0.03 ~ 0.04 4.72 ~ 8.14 1.33 ~ 3.29 0.2677 C 1 2,3,5 

 
 
 



45 

 

(Continuação da Tabela 1.3) 
Característica SNP Chr Posição (bp) Efeito QTN1 LOD score2 PVE (%)3 MAF4 Gen Amb5 Métodos6 

Fe 

S1_192137501 1 192137501 1.48 ~ 2.40 3.44 ~ 10.33 2.78 ~ 7.3 0.3521 A 3 2,4,5 
S3_1115927315 3 61713444 -5.03 ~ -4.49 4.7 ~ 4.90 3.40 ~ 4.27 0.0756 A 2 2,3,5 
S5_838442523 5 2188277 3.06 ~ 3.15 3.06 ~ 4.74 1.70 ~ 1.80 0.0472 T 1 2,3,5 
S7_820906184 7 161478349 3.39 ~ 6.17 3.78 ~ 8.13 5.18 ~ 7.49 0.3445 G 2 1,2,3 
S8_501429977 8 17379734 -3.93 ~ -2.69 9.73 ~ 10.98 4.77 ~ 10.13 0.2047 C 1 2,3,5 
S9_200224791 9 42620612 2.31 ~ 8.60 4.36 ~ 5.73 2.24 ~ 7.77 0.1181 A 1 1,2,3,5 
S10_148366593 10 140394718 -6.98 ~ -1.82 3.1 ~ 6.19 1.98 ~ 7.27 0.443 G 2,3 1,2,4 
S10_79162693 10 71190818 1.44 ~ 1.80 4.15 ~ 8.13 2.06 ~ 3.25 0.4565 T 1 2,4,5 

Zn 

S3_1064152968 3 9939097 0.89 ~2.49 3.29 ~5.09 0.50 ~2.12 0.3622 G 1 1,2,5 
S4_1725381242 4 201004176 -2.96 ~-2.05 3.58 ~7.29 2.64 ~5.51 0.2167 C 2 2,3,5 
S6_418316209 6 103673902 1.80 ~2.47 8.97 ~15.56 2.02 ~8.24 0.3465 T 1 2,3,5 
S6_458689822 6 144047515 -4.82 ~-3.35 5.45 ~9.01 3.16 ~6.55 0.0833 G 2 2,3,5 
S7_665937558 7 6509723 1.01 ~4.32 3.41 ~12.17 2.05 ~10.70 0.4322 T 2,3 2,3,4,5 
S7_792350857 7 132923022 -2.52 ~-1.67 4.84 ~10.28 1.27 ~3.47 0.1024 G 1 2,3,5 
S8_553157915 8 69107672 -5.29 ~-2.25 4.32 ~7.97 2.34 ~6.42 0.0667 A 2,3 2,3,5 
S9_203809059 9 46204880 1.99 ~3.92 4.15 ~6.40 1.42 ~5.48 0.1017 C 2 2,4,5 
S10_136744250 10 128772375 -8.70 ~-1.87 3.13 ~4.33 1.16 ~6.28 0.0932 A 2 1,2,4 
S10_22279751 10 14307876 0.97 ~1.61 3.87 ~4.42 1.46 ~4.00 0,2119 G 3 2,4,5 

1Efeito Quantitative trait nucleotide; 2LOD score, o limiar significativo para o P-valor transformado; 3PVE (%): Phenotypic variation explained; 4Minor allele 
frequency; 5Ambientes: 1-2018, 2-2019, 3-LSmeans; 6Métodos: 1-FASTmrEMMA, 2-FASTmrMLM, 3-ISIS EM-BLASSO, 4-mrMLM e 5-pLARmEB.
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Os QTNs foram identificados em nove dos 10 cromossomos do milho, 

sendo que apenas no cromossomo 2 (Zm02) não foram detectados QTNs para os 

nutrientes avaliados. O maior número de QTNs foi constatado no cromossomo 1 (8 

QTNs), seguido dos cromossomos 3, 6 e 10 com 5 QTNs cada. A variação fenotípica 

(PVE) explicada pelos diferentes QTNs foi desde valores muito baixos (próximos de 

zero) até 10,70%. Valores próximos de zero também foram verificados para os efeitos 

dos QTNs, em que, os efeitos variaram de -8,70 a 8,60. O grande número de QTNs 

identificados confirmam a natureza complexa do acúmulo e transporte de nutrientes 

nos grãos, sendo essas características governadas por inúmeros genes ou família de 

genes, cada um com pequeno efeito (HINDU et al., 2018; JIN et al., 2013; PRASANNA 

et al., 2020). 

Referente a todos os QTNs detectados, o método FASTmrMLM 

detectou o maior número de SNPs significativos, seguido por pLARmEB, ISI-EM-

BLASO, FASTmrEMMA e mrMLM. Por outro lado, considerando apenas os QTNs que 

apresentaram repetibilidade, o método FASTmrMLM se destacou por apresentar uma 

eficiência de 97%, ou seja, quase todos os SNPs detectados por este método 

apresentaram repetibilidade, seguido por pLARmEB (92%), ISIS EM-BLASSO (72%), 

FASTmrEMMA (33%) e mrMLM (18%). O ambiente de safra 2018 foi o que 

inicialmente apresentou o maior número de SNPs significativos, seguido por LSmeans 

e safra 2019. Por outro lado, considerando apenas SNPs promissores, o ambiente 

safra 2019 se destacou, seguido por safra 2018 e LSmeans.   

 

Alelos Superiores 

  

Os alelos favoráveis foram identificados para cada um dos QTNs que 

mostraram repetibilidade (ou seja, alelos associados ao aumento do conteúdo do 

mineral), seguido por uma análise para saber se o acúmulo desses alelos refletia no 

aumento do conteúdo de nutrientes das linhagens (Figura 1.4).  
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Figura 1.4 – Acúmulo de alelos favoráveis em relação às médias ajustadas (LSmeans) 
para teor de magnésio (Mg), cálcio (Ca), ferro (Fe), e zinco (Zn)  em linhagens de 
milho grão e pipoca de origem tropical, avaliadas na safra de 2018/2019 e segunda 
safra de 2019 em Londrina. 
 

 Foi possível observar o aumento gradual dos teores dos nutrientes 

avaliados (Mg, Ca, Fe e Zn) nos grãos do milho à medida que o número de alelos 

favoráveis aumentou nas linhagens, tanto para milho grão quanto para pipoca. Nesse 

contexto, esses QTNs podem ser utilizados em programas de melhoramento via 

seleção assistida visando o aumento da biodisponibilidade dos teores dos nutrientes 

nos grãos (HANG et al., 2018). Delfini e colaboradores (2021), avaliando um painel de 

acessos de feijão brasileiro para o conteúdo mineral no grão, também verificaram o 

incremento dos teores dos nutrientes com o incremento dos alelos favoráveis, exceto 

para Fe e cobre (Cu).   

Apesar dos QTNs identificados no presente estudo apresentarem 

pequeno efeito, esses poderiam ser utilizados para a seleção genômica (HE et al., 

2019a). Em modelos de seleção genômica, ao invés de usar um painel completo de 

SNPs aleatórios, o uso de mercadores associados à característica de interesse pode 

diminuir o número de marcadores e, consequentemente, os custos de genotipagem 
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de grandes populações. Além disso, o uso de marcadores associados a 

características específicas em modelos de seleção genômica pode melhorar a 

precisão da seleção (HE et al., 2019b; ALI et al., 2020). 

 

Genes candidatos 

  

Pela análise de LD, determinou-se a região genômica em torno do 

QTN para busca dos genes localizados nessas regiões. A partir da anotação GO, os 

genes foram agrupados em três categorias funcionais relacionadas a componentes 

celulares, processos biológicos e função molecular. Na categoria de componente 

celular, as principais funções identificadas foram relacionadas à membrana e seus 

componentes integrais, enquanto na categoria de processos biológicos, as funções 

de processos de metabolismo celular, desenvolvimento multicelular do organismo, 

transcrição e DNA-templated, processos metabólicos primários e resposta ao 

estresse. Na classe função molecular, as principais funções dos genes encontrados 

foram: atividade catalítica, atividade transferase, ATP binding, nucleotide binding, 

nucleic acid binding e DNA binding. Foram identificados para todos os minerais, genes 

candidatos com função relacionada ao nutriente e ao QTN que foi associado (Tabela 

1.4). Para Ca, foram identificados oito genes, enquanto para magnésio, ferro e zinco, 

foram encontrados sete, seis e seis genes, respectivamente. 
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Tabela 1.4 – Relação de potenciais genes candidatos localizados nas regiões 
genômicas subjacentes aos QTNs associados à variação dos teores de Ca, Mg, Fe e 
Zn em milho grão e pipoca de origem tropical 

                                                                                                     
 

 

 
                                          
 
 

Característica QTN Gene Candidato Anotação Funcional 

Ca 

S1_268405350 GRMZM2G127521 Plasma membrane 

S1_272518892 GRMZM2G089118 Signaling receptor binding 

S4_1765150915 GRMZM2G010372 Cation transport 

  GRMZM2G010372 Ion transmembrane transport 

  GRMZM2G010280 Nitrate transmembrane transporter activity 

  GRMZM2G010280 Nitrate transport 

  GRMZM2G010280 Transmembrane transport 

  GRMZM2G010372 Transmembrane transporter activity 

S5_917370584 GRMZM2G104425 ATP binding 

  GRMZM2G104425 Integral component of membrane 

  GRMZM2G104425 Signaling 

S6_384062469 GRMZM2G177726 ATP binding 

S6_477501590 GRMZM5G872417 Transferase activity 

S7_664526101 GRMZM2G011858 Copper ion binding 

  GRMZM2G011858 
Electron transporter, transferring electrons 

within the noncyclic electron transport 
pathway of photosynthesis activity 

  GRMZM2G011858 Ferredoxin-NADP+ reductase activity 

  GRMZM2G011858 NADP binding 

  GRMZM2G011858 Photosynthetic electron transport in 
photosystem I 

Mg 

S1_228726702 GRMZM2G093951 MAPK cascade 

S3_1056360724 GRMZM2G169951 Anion transport 

  GRMZM2G169951 Transmembrane transport 

  GRMZM2G169951 Transmembrane transporter activity 

  GRMZM2G066885 Ferric-chelate reductase activity 

  GRMZM2G066851 Zinc ion binding 

S8_655855593 GRMZM2G434363 ATP binding 

  GRMZM2G434363 Iron ion transport 

  GRMZM2G434363 MAPK cascade 

  GRMZM2G434363 Nitrate transport 

S9_309636884 GRMZM2G009808 ATP binding 

  GRMZM2G009770 ATP binding 

  GRMZM2G009808 Cellular iron ion homeostasis 

  GRMZM2G009808 Copper ion binding 
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(Continuação da Tabela 1.4) 
Característica QTN Gene Candidato Anotação Funcional 

Fe 

S1_192137501 AC197246.3_FG001 Pollen tube growth 

  AC197246.3_FG001 Pollen tube tip 

  AC197246.3_FG001 Regulation of pollen tube growth 

  AC197246.3_FG001 Response to cadmium ion 

S10_148366593 GRMZM2G129169 Transport 

  GRMZM2G129147 Transport 

S10_79162693 GRMZM2G008209 Coenzyme A biosynthetic process 

S5_838442523 GRMZM2G085320 Oxidation-reduction process 

  GRMZM2G085320 Oxidoreductase activity 

  GRMZM2G085460 Transmembrane transport 

Zn 

S10_22279751 GRMZM2G106622 Embryo development ending in seed 
dormancy 

  GRMZM2G106622 Regulation of seed germination 

  GRMZM2G106622 Seed germination 

S3_1064152968 GRMZM2G100349 Metal ion binding 

S4_1725381242 GRMZM2G080519 Transport 

S6_418316209 GRMZM2G122172 aldehyde dehydrogenase (NAD+) activity 

  GRMZM2G080519 Transporter activity 

S7_665937558 GRMZM2G087575 Intracellular transport 

  GRMZM2G087585 Phosphorylation 

  GRMZM2G087585 Reproductive process 

S9_203809059 GRMZM2G151414 Antiporter activity 

  GRMZM2G151414 Coenzyme A biosynthetic process 

  GRMZM2G151414 Proton transmembrane transporter activity 

 

Os autores Mallikarjuna et al. (2020), ao realizar uma análise de 

transcriptoma para deficiência de Fe e Zn em milho, também identificaram genes com 

anotação funcional de cation transmembrane transporter (GRMZM2G036908; 

GRMZM5G862882), ferric-chelate reductase (GRMZM2G157263) e proton 

transporter (GRMZM2G104418). No entanto, os genes identificados pelos autores são 

diferentes dos identificados no presente trabalho. Hindu et al. (2018) avaliaram 923 

linhagens de milho representando o germoplasma do CIMMYT para regiões 

genômicas influenciando as concentrações de Zn e Fe em grãos de milho e 

identificaram genes envolvidos na absorção, transporte e localização de Fe e Zn nas 

plantas. 
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CONCLUSÕES 

Os acessos de milho grão e pipoca empregados neste estudo de 

associação genômica apresentaram variabilidade ampla para os nutrientes avaliados. 

Os QTNs identificados e o acúmulo de alelos superiores em um mesmo acesso levou 

a um aumento gradual no teor de nutrientes no grão, indicando que essas marcas 

genéticas podem ser utilizadas em futuros programas de melhoramento visando a 

biofortificação do milho. Os loci identificados no presente trabalho serão importantes 

para o melhoramento de milho grão e pipoca de origem tropical no Brasil para as 

características nutricionais estudadas. 
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4 ARTIGO B: Análise dialélica em milho tropical para rendimento de grãos e 
teores de ferro e zinco na segunda safra 
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RESUMO. Um terço da população mundial é afetado por deficiência de ferro (Fe) e 
zinco (Zn), principalmente em países subdesenvolvidos, onde predomina uma dieta à 
base de cereais. Nesse sentido, a biofortificação é considerada uma das principais 
estratégias para o fornecimento de micronutrientes. O presente trabalho teve como 
objetivo avaliar os efeitos gênicos e a capacidade de combinação de um conjunto de 
linhagens de milho tropical para as características rendimento de grãos (RG) e teores 
de Fe e Zn nos grãos. Foi avaliado um dialelo 10 x 10 de linhagens tropicais 
provenientes do Programa de Melhoramento de Milho da Universidade Estadual de 
Maringá (UEM). Esses híbridos foram avaliados em dois locais na segunda safra, 
sendo que foram avaliados em Dourados (2018) e Londrina (2018 e 2019) para 
rendimento de grãos, enquanto para Fe e Zn, as avaliações foram feitas em Dourados 
(2018) e Londrina (2019). Com base na análise de variância, foi observado efeito 
significativo em todas as características para as fontes de variação genótipos (G), 
ambientes (A) e interação G x A, indicando uma ampla variabilidade dos genótipos e 
ambientes. Pelo desdobramento da análise de variância, efeitos significativos foram 
encontrados para capacidade geral e específica de combinação, mostrando que 
efeitos aditivos e não aditivos estão envolvidos no controle genético dessas 
características, com predomínio dos efeitos não aditivos. Objetivando a seleção 
simultânea das características RG, Fe e Zn, o híbrido resultante do cruzamento das 
linhagens L4 e L6 se mostrou o mais promissor, mostrando valores positivos de ŝij em 
todos os ambientes avaliados. 
 
Palavras-chave: Zea mays L.; melhoramento de plantas; micronutrientes; capacidade 
geral e específica de combinação; biofortificação.  
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ABSTRACT. One-third of the world population is affected by iron (Fe) and Zinc (Zn) 
deficiency, mainly in underdeveloped countries where a cereals diet is predominant. In 
this context, biofortification is considered one of the main strategies to supply 
micronutrients. The present study aimed at evaluating the genetic effects and 
combining ability in a set of tropical maize inbred lines for grain yield (GY) and grain 
Fe and Zn contents. A diallel 10 x 10 tropical inbred lines from Maringá State University 
(UEM) Breeding Program was evaluated. These hybrids were assessed in two 
locations in the second crop season in Dourados (2018) and Londrina (2018 and 2019) 
for grain yield, while Fe and Zn were evaluated in Dourados (2018) and Londrina 
(2019). According to the analysis of variance, all traits showed significant difference for 
the sources of variation genotypes (G), environments (E), and G x E interaction, 
indicating wide variability for genotypes and environments. Unfolding the analysis of 
variance, significant effects were observed for general and specific combining ability, 
indicating that additive effects and non-additive are involved in the genetic control of 
these traits, with a predominance of non-additive effects. Aiming at simultaneous 
selection of GY, Fe, and Zn, the hybrid derived from the crossing L4 x L6 was the most 
promising, showing positive values of ŝij in all environments evaluated. 
  

Keywords: Zea mays L.; plant breeding; micronutrients; general and specific 
combining ability; biofortification. 



 54 

INTRODUÇÃO 

Globalmente, um terço da população é afetado pela deficiência de 

ferro (Fe) e zinco (Zn), principalmente em países subdesenvolvidos, onde 

predominam as dietas à base de cereais (BAILEY et al., 2015). Esses micronutrientes 

são essenciais para todos os organismos vivos, atuando como cofatores de várias 

enzimas que estão envolvidas em inúmeros processos metabólicos. A ingestão 

inadequada de Fe causa a incapacidade de manter a temperatura corporal, aumenta 

a mortalidade de gestantes e recém nascidos, diminui a trabalhabilidade e a aptidão 

física e aumenta a suscetibilidade a doenças infecciosas (BOCCIO; IYENGAR, 2003). 

Por sua vez, a deficiência de Zn resulta em crescimento retardado, anorexia e 

hipogeusia em crianças, em problemas de gravidez e várias doenças crônicas em 

adultos (BROWN et al., 2002; PRASAD, 2001). 

Diversas estratégias têm sido utilizadas para enriquecer a dieta 

humana com micronutrientes, incluindo a suplementação (por exemplo, na forma de 

pílulas), fortificação industrial e a biofortificação (DELFINI et al., 2020). Dentre essas, 

a biofortificação é considerada a principal abordagem para o fornecimento de 

micronutrientes essenciais em populações que têm acesso limitado à diversificação 

da dieta (BOUIS; SALTZMAN, 2017). A biofortificação consiste em aumentar a 

concentração de vitaminas e minerais em uma cultura por meio do melhoramento 

genético ou práticas agronômicas, sendo a biofortificação genética a mais 

economicamente viável em longo prazo (DE VALENÇA et al., 2017).     

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais cultivado no mundo, exercendo 

um papel significativo no fornecimento total de calorias em diversos países de baixa e 

média renda, como países da Ásia, África e América Latina e da região do Caribe 

(FLINT-GARCIA, 2017; PALACIOS-ROJAS et al., 2019). Nesse contexto, a 

biofortificação do milho pode melhorar a saúde e o bem-estar de muitas populações 

desfavorecidas em todo o mundo (HINDU et al., 2018). Progressos significativos têm 

sido verificados no desenvolvimento, teste e distribuição de milho biofortificado, 

especialmente milho com alta qualidade de proteína (QPM) (TANDZI et al., 2010) e 

milho enriquecido com pró-vitamina A (PIXLEY, 2013). Para os micronutrientes Fe e 

Zn, diversos estudos vêm sendo realizados com o objetivo de implementar a 

biofortificação associada ao rendimento de grãos (GUPTA et al., 2015; LONG et al., 
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2004; LUNG’AHO et al., 2011; MALLIKARJUNA et al., 2015; MESSIAS et al., 2015; 

MAQBOOL; BESHIR, 2018).      

O controle genético para os teores de Fe e Zn nos grãos é complexo, 

sendo regulado por muitos genes envolvidos em processos de mobilização, captação, 

translocação e acumulação (HINDU et al., 2018; JIN et al., 2013; MALLIKARJUNA et 

al., 2020). Em relação a ação gênica para o acúmulo desses micronutrientes, diversos 

estudos têm indicado que os efeitos aditivos são mais importantes que os não aditivos 

(ARNOLD; BAUMAN, 1976; BRKIC et al., 2003; LONG et al., 2004). A determinação 

desses efeitos é de suma importância para direcionar os programas de melhoramento 

visando o aumento dos teores de Fe e Zn nos grãos associados ao rendimento de 

grãos.   

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos gênicos e a 

capacidade de combinação de um conjunto de linhagens de milho tropical do 

Programa de Melhoramento de Milho da Universidade Estadual de Maringá (UEM) 

para as características rendimento de grãos e teores de Fe e Zn nos grãos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material genético 

Dez linhagens de milho tropical do Programa de Melhoramento de 

Milho da Universidade Estadual de Maringá (UEM) foram cruzadas em um dialelo 

completo, sem recíprocos (Tabela 2.1).  
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Tabela 2.1 – Origem e características dos genitores de milho tropical para produção 
de grãos utilizados nos cruzamentos dialélicos 

Linhagens Origem Número Empresa GM Tipo 

131-CD303-90H4.3 CD303 1 COODETEC Não GM Milho grão 

4-AG8080-7H3.1 AG8080 2 Monsanto Não GM Milho grão 

5-T5-AVANT-14H5.5 Avant 3 Syngenta Não GM Milho grão 

FORT 84.86.1-239 Fort 4 Syngenta Não GM Milho grão 

140-POP101-195.2 POP101 5 - Não GM Milho grão 

146-A2560-63H23.2 A2560 6 Bayer Não GM Milho grão 

188-DKB350-77-H30.1 DKB350 7 Monsanto Não GM Milho grão 

122-30F33-70H23.1 P30F33 8 Pioneer Não GM Milho grão 

AG 9090 58.H21.2-158 AG9090 9 Monsanto Não GM Milho grão 

30-DKB747-43H17.4 DKB 747 10 Monsanto Não GM Milho grão 

COODETEC: Cooperativa Central de Pesquisa Agrícola; GM: Geneticamente modificado. 
 

Condição experimental e características avaliadas 

Os 45 híbridos resultantes do dialelo foram avaliados em duas 

localidades e três ambientes. Ambiente 1: segunda safra de 2018 no múnicipio de 

Dourados – MS; Ambiente 2: segunda safra de 2018 no múnicipio de Londrina – PR; 

Ambiente 3: segunda safra de 2019 no múnicipio de Londrina – PR. A seguir é 

apresentada a descrição edafoclimática para cada localidade: i) Dourados – MS: 

Fazenda Experimental de Ciências Agrárias da Universidade Federal da Grande 

Dourados (UFGD) localizada na Região Centro-Oeste do Estado (coordenadas 

geográficas: 22º13’15’ S e 54º48’21’’ W), com altitude média de 430 m. O solo é 

caracterizado como Latossolo vermelho distroférrico (LVdf) (EMBRAPA, 2006), o 

clima da região, segundo a classificação de Köppen, é Cwa (clima mesotérmico 

úmido, verões quentes e invernos secos). ii) Londrina – PR: Fazenda Escola da 

Universidade Estadual de Londrina (UEL) localizada na região Norte do Estado 

(coordenadas geográficas: 23°20'23"S, 51°12'32"O), com altitude média de 532 m. O 

solo da área experimental da UEL é classificado como Latossolo Vermelho 

eutroférrico. Segundo Köppen, o clima é classificado como subtropical úmido 

mesotérmico Cfa (verões quentes e ocorrência de chuva nos meses mais secos).  

Os dados de precipitação, temperatura máxima e mínima foram 

obtidos do Instituto de Desenvolvimento Rural do Paraná – IDR-PR para Londrina, na 



 57 

segunda safra de 2018 e 2019 (Figura 2.1) e da EMBRAPA Agropécuaria Oeste para 

Dourados. As análises químicas dos solos (0-20 cm) foram realizadas anteriormente 

à instalação dos experimentos, apresentado os seguintes resultados para Londrina 

2018, Londrina 2019 e Dourados 2018, respectivamente: pHH2O= 5,7, 4,9 e 5,4; P= 

5,48, 7,03 e 9,4  mg dm3; K+= 0,3, 0,86 e 2,43  mg dm3; Ca+2= 7,63, 5,9 e 5,21 cmolc 

dm3; Mg+2= 2,5, 1,5 e 2,73 cmolc dm3; CTC= 15,93, 8,37 e 10,38 cmolc dm3. Com base 

nos resultados da análise química, foi elaborada a taxa de adubação para a 

semeadura. Adubação de semeadura para o ambiente de Dourados foi de 300 Kg ha-

1 do formulado 08-28-16 (24 Kg ha-1 de N, 84 Kg ha-1 de P2O5 e 48 Kg ha-1 de K2O). 

Para a localidade de Londrina, para a segunda safra de 2018 e 2019, aplicou-se 300 

Kg ha-1 no sulco de semeadura do formulado 04-30-10. Além da adubação 

nitrogenada de semeadura, realizou-se duas aduções de N em cobertura (nas fases 

V3 e V6), totalizando 240 Kg de N ha-1 disponibilizado para a cultura.  

O delineamento experimental adotado foi o de blocos completos ao 

acaso, com três repetições e 45 tratamentos. As parcelas foram constituídas por 1 

linha de 5 m de comprimento, com espaçamento de 0,45 m entre linhas e densidade 

de 3,2 sementes por metro linear. Os experimentos foram implantados manualmente 

nas duas safras, de acordo com zoneamento agroclimático do MAPA (Ministério da 

Agricultura, Agropecuária e Abastecimento) para a cultura do milho em segunda safra. 

As datas de semeadura foram 15/03/2018 em Dourados e 12/03/2018 e 02/03/2019 

em Londrina. 

Foram semeadas duas sementes por cova com desbaste após a 

emêrgencia, garantindo uma populção final de 71.111 pl ha-1. A área útil das parcelas 

foi definida como 4 m centrais da linhas, retirando 0,5 m de cada extremidade. Durante 

o ciclo da cultura, as plantas foram irrigadas e adubação e práticas de manejo foram 

realizadas de acordo com as recomendações para a cultura. O manejo de plantas 

daninhas, pragas e doenças foi feito com base nas recomendações técnicas para o 

milho. 
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Figura 2.1 – Dados diários da precipitação e temperatura máxima e mínima durante 
o período experimental  em Londrina, 2018 (A), 2019 (B) e Dourados, 2018 (C). 

 

Para determinação da produtividade de grãos, as espigas localizadas 

nos 4 m centrais da parcela foram colhidas. A produtividade de grãos foi expressa em 

Kg ha-1, após correção do teor de umidade para 13%. Para determinação do teor de 

ferro e zinco nos grão de milho cultivados em Dourados (2018) e Londrina (2019), 

duas espigas foram coletadas de cada parcela e acondicionadas em sacos de papel. 

Estes foram levados para estufa com ventilação forçada a 65 ºC até peso constante. 

Em seguida, as amostras foram moídas e homogeneizadas. A quantificação do teor 

de Fe e Zn foi baseada em Silva (2009), por meio de fotometria de chama e 

espectrofotometria de absorção atômica. O teor de Fe e Zn foram expressos em mg 

Kg-1 de MS (matéria seca). 

 

Análise dos dados   
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Os dados formam submetidos à análise de variância conjunta 

(p<0,05), conforme o modelo a seguir: 

Yijk = μ + Gi + B/Ajk + Aj + GAij + εijk, em que: Yijk: representa o i-ésimo 

genótipo no j-ésimo ambiente no k-ésimo bloco; μ: é a média geral; Gi: é o efeito do i-

ésimo genótipo; B/Ajk: corresponde ao efeito de bloco dentro de ambiente, j-ésimono 

k-ésimo bloco; Aj: é o efeito do j-ésimo ambiente; GAij: é o efeito da interação do i-

ésimo genótipo com o j-ésimo ambiente; εijk: é o efeito do erro experimental. 

A homogeneidade das variâncias foi verificada por meio da razão 

entre o maior e o menor quadrado médio de resíduo (QMR), considerando como sete 

o valor limite para a validação da análise, conforme descrito em Cruz et al. (2004). 

Em seguida, procedeu-se as estimativas da capacidade geral (CGC) 

(Tabela 2.2) e específica de combinação (CEC) por meio do método IV de análise 

dialélica proposto por Griffing (1956). A seguir é apresentado o modelo matemático 

empregado na análise dialélica: 

Yijk = μ + gi + gj + aK + sij + (ag)ik + (ag)jk + (as)ijk + Ēijk, em que: Yijk: é 

média geral observada entre a combinação híbrida da i-ésima e a j-ésima linhagem 

dentro do k-ésimo ambiente; μ: é a média geral; a: é o efeito do ambiente; gi: é o efeito 

da capacidade geral de combinação associada a i-ésima linhagem; gj: é o efeito da 

capacidade geral de combinação associada a j-ésima linhagem; sij: é o efeito da 

capacidade específica de combinação entre a linhagem i e j; (ag)ik e (ag)jk é efeito da 

capacidade geral de combinação das linhagens com o ambiente; (as)ijk é o efeito da 

capacidade específica de combinação entre as linhagens i e j com o ambiente; e Ē ijk: 

é o erro experimental médio. As análises estatísticas foram realizadas por meio do 

programa Genes (CRUZ, 2016). 
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Tabela 2.2 – Estimativas do quadrado médio de genótipos, capacidade geral de 
combinação (CGC), capacidade específica de combinação (CEC) e componentes 
quadráticos da CGC e CEC para rendimento de grãos (GY), teor de ferro (Fe) e teor 
de zinco (Zn) avaliados em milho de origem tropical destinado a produção de grãos, 
no ambiente de safrinha em Londrina e Dourados 
 

1/ * e ns = significativo e não significativo ao nível de 5* de probabilidade de acordo com o teste 
F; GL= graus de liberdade; CV (%) = média do coeficiente de variação ambiental.  2/ GY= Kg 
ha-1; Fe e Zn= mg Kg-1. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Pela análise de variância, foi observado efeito significativo em todas 

as características para as fontes de variação genótipos, ambientes e interação 

genótipos x ambientes, indicando uma ampla variabilidade dos genótipos e dos 

ambientes avaliados (Tabela 2.1). O coeficiente de variação foi de 12,85%, 14,78% e 

18,61% para rendimento de grãos, teores de Fe e Zn, respectivamente, indicando uma 

boa qualidade experimental.  

Os maiores valores de rendimento de grãos foram verificados para o 

ambiente Londrina 2019 com a média de 5228,42 Kg ha-1, seguido pelos ambientes 

Londrina 2018 e Dourados 2018 com 4448,49 e 4386,67 Kg ha-1, respectivamente. A 

testemunha comercial (Pionner 30F53 VYH) obteve as seguintes produtividades 

4552,54, 4390,93 e 8113,10 Kg ha-1 para os ambientes de Londrina – 2018, Londrina 

– 2019 e Dourados – 2018, respectivamente. Segundo os dados da CONAB (2020), 

a produtividade média nos estados do Paraná e Mato Grosso do Sul para segunda 

safra foram de 3685 e 4270 Kg ha-1 para 2018, respectivamente, e 5040 e 6040 Kg 

Fonte de variação GL QM1/ GL QM 
GY kg ha-1 Fe Zn 

Bloco/Ambiente 6 4970612,73 4 16,96 28,61 
      
Genótipos (44) 4397894,93** 44 359,27** 102,15** 
      CGC 9 6371640,77** 9 437,41** 85,36** 
      CEC 35 3890360,28** 35 339,17** 106,47** 
Ambientes 2 24342441,35** 1 137746,59** 234,53** 
Genótipos × Ambientes 88 5022047,28** 44 404,73** 61,02** 
     CGC × Ambientes 18 9710210,89** 9 759,59** 84,63** 
     CEC × Ambientes 70 3816519,50** 35 313,48** 54,95* 
Resíduo 264 376690,56 176 51,25 35,81 
Média  4774,85  48,41 32,15 
CV (%)  12,85  14,78 18,61 
Componentes quadráticos Φ̂ge  72799,58  6,97 0,28 Φ̂se  306698,80  39,44 5,80 Φ̂ge / Φ̂se  0,23  0,17 0,048 
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ha-1 para 2019, respectivamente. Aguiar et al. (2004), avaliando diferentes híbridos 

experimentais na segunda safra em diferentes estados brasileiros (MT, MS, MG e PR), 

verificaram valores de produtividade variando de 3675 a 6742 Kg ha-1.  

Para os teores de Fe e Zn, foram observados valores médios de 25,82 

e 31,22 mg Kg-1 MS, respectivamente, para o ambiente de Dourados 2018, enquanto 

para o ambiente de Londrina 2019 foram de 71,00 e 33,08 mg Kg-1 MS, 

respectivamente. Queiroz et al. (2011) investigaram 22 linhagens de milho no Brasil e 

verificaram valores entre 12,2 e 36,6 mg Kg-1 para Fe e 17,5 e 42,00 mg Kg-1 para Zn. 

Por sua vez, Maziya-Dixon et al. (2000) mediram os teores de Fe e Zn em 120 

linhagens na Nigéria e encontraram números variando entre 13,6 e 159 mg Kg-1 para 

ferro e entre 11,6 e 95,6 mg Kg-1 para zinco.  

Os teores de Fe e Zn apresentaram uma correlação de 0,39 (p<0,01). 

Diversos pesquisadores têm reportado uma correlação significativa (r = 0,37 a 0,52) 

entre Fe e Zn em grãos de milho em diferentes ambientes (BAXTER et al., 2014; 

LUNG’AHO et al., 2011; MALLIKARJUNA et al., 2015; QIN et al., 2012; THAKUR et 

al., 2015). Essas correlações podem ser influenciadas por diversos fatores ambientais 

e genéticos e podem ser atribuídas à ligação ou efeitos pleiotrópicos dos genes. Os 

fatores genéticos incluem vários genes que codificam proteínas transportadoras de 

metal no milho ou a presença de transportadores comuns para alguns minerais 

(AKTAR et al., 2018; HINDU et al., 2018; QIN et al., 2012). No presente estudo, não 

foi observada correlação do rendimento de grãos com Fe e Zn. Bänziger e Long (2000) 

observaram uma ampla variação do coeficiente de correlação entre rendimento de 

grãos com Fe (r = -0,60 a 0,16) e Zn (r = -0,44 a -0,03) em 12 ambientes e concluíram 

que esta relação é amplamente afetada pelas condições ambientais.   

Pelo desdobramento da soma de quadrado de genótipos para 

capacidade geral e específica de combinação, bem como as interações com os 

ambientes, foram observados efeitos significativos para todas as características, 

indicando que os efeitos aditivos e não aditivos estão envolvidos no controle genético 

das características RG, e Fe e Zn nos grãos. No entanto, pela relação da CGC 

(ϕg)/CEC (ϕs), foram observados valores inferiores a 1, indicando a predominância 

dos efeitos não aditivos em relação aos efeitos aditivos. Para teores de Fe e Zn nos 

grãos a ocorrência de ambos os efeitos (aditivos e não aditivos) têm sido observada 

em diferentes trabalhos, no entanto, com predomínio dos efeitos aditivos (ARNOLD; 

BAUMAN, 1976; BRKIC et al., 2003; LONG et al., 2004). No presente trabalho, o 
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predomínio dos efeitos não aditivos indica a possibilidade da exploração da heterose 

para essas características.  

Pela estimativa de ĝi (CGC) para RG, as linhagens L6 e L7 

apresentaram os maiores valores positivos para o ambiente Londrina - 2018 (948,7 e 

978,9 Kg ha-1, respectivamente) e Londrina – 2019 (608,5 e 505,8 Kg ha-1, 

respectivamente), enquanto para o ambiente Dourados – 2018, o maior valor foi 

observado para linhagem L4 (1253,9 Kg ha-1), indicando que essas linhagens 

possuem uma maior frequência de alelos favoráveis para RG (Figura 2.2). Para os 

teores de Fe e Zn, os maiores valores positivos de ĝi foram observados para as 

linhagens L2 (6,4 e 2,1 mg Kg-1, respectivamente) e L9 (8,3 e 2,2 mg Kg-1, 

respectivamente) em Londrina – 2019, enquanto para Dourados foi a linhagem L7 (5,6 

e 3,1 mg Kg-1, respectivamente).  

 
Figura 2.2 – Estimativas da capacidade geral de combinação para rendimento de 
grãos (RG), e teor de ferro (Fe) e zinco (Zn) no grão em dez linhagens de milho tropical 
destinadas à produção de grãos em três ambientes.  

 

Para estimativa de ŝij (CEC) (Tabela 2.3), as combinações híbridas L4 

x L6 e L4 x L7 apresentaram valores positivos para RG para todos os ambientes, 

indicando híbridos promissores. Esses híbridos obtiveram uma produtividade de 5403 

5200 Kg ha-1, respectivamente, no ambiente Dourados – 2018, 5586,07 e 6651,18 Kg 

ha-1, respectivamente, no ambiente Londrina – 2018 e 6174,54 e 6257,23 Kg ha-1, 

respectivamente, no ambiente Londrina – 2019. Para os teores de Fe e Zn, as 
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combinações que se destacaram foram L2 x L9, L4 x L6 e L6 x L7 para ambiente de 

Londrina – 2019, enquanto para o ambiente de Dourados – 2018, foi L4 x L6. Esses 

híbridos obtiveram valores de Fe de 19,81, 30,55 e 35,13 mg Kg-1, respectivamente, 

para o ambiente de Dourados – 2018 e 75,5, 74,08 e 68,31 mg Kg-1, respectivamente, 

para o ambiente de Londrina – 2019. Para o teor de Zn, os valores foram de 28,11, 

29,30 e 31,23 mg Kg-1, respectivamente, em Dourados – 2018 e 33,03, 30,98 e 24,1 

mg Kg-1, respectivamente, em Londrina – 2019. Objetivando a seleção simultânea das 

características RG, e Fe e Zn no grão, o híbrido L4 x L6 se mostrou o mais promissor, 

mostrando valores positivos de ŝij em todos os ambientes avaliados. 
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Tabela 2.3  – Estimativas da capacidade específica de combinação para rendimento 
de grãos (RG) e teor de ferro (Fe) e zinco (Zn) em 45 híbridos de milho tropical 
destinadas à produção de grãos, avaliadas na segunda safra em 3 ambientes (A1: 
Londrina, 2018; A2: Londrina, 2019; A:3 Dourados, 2018) 

Híbridos Rendimento de grãos (Kg ha-1) Fe (mg Kg-1) Zn (mg Kg-1) 
A1 A2 A3 A1 A3 A1 A3 

1x2 -1419,5 -645,4 -923,6 6,8 5,8 -2,1 8,5 
1x3 -124,4 -61,2 -262,0 7,3 -5,4 -0,5 1,1 
1x4 -323,5 43,3 824,3 4,6 -0,8 -0,3 -1,1 
1x5 1860,1 486,7 -807,5 -7,2 7,2 4,4 3,2 
1x6 -1028,8 -149,1 1076,7 -1,9 -10,4 -4,5 -2,4 
1x7 -848,0 167,7 -9,3 12,3 20,9 4,1 -4,0 
1x8 639,8 -40,8 4104,8 -6,4 -17,4 3,6 -5,5 
1x9 701,6 -317,1 -127,7 0,4 -1,3 1,3 4,0 
1x10 542,6 515,8 -3875,6 -15,9 1,5 -6,1 -3,7 
2x3 1212,9 -658,3 611,7 2,5 10,0 -1,3 6,6 
2x4 -439,3 -599,8 -874,1 -21,1 -6,2 -0,2 0,5 
2x5 -472,6 914,6 4172,2 -2,1 -10,8 4,2 -2,7 
2x6 16,5 133,8 -754,7 -11,2 28,8 2,4 0,8 
2x7 612,3 -8,4 -515,7 -6,8 -11,4 -3,3 -6,0 
2x8 10,0 83,1 -656,6 -8,6 -0,5 -0,5 -2,5 
2x9 754,9 36,8 587,9 30,5 -9,1 5,2 -8,1 
2x10 -275,1 743,7 -1647,0 10,0 -6,7 -4,4 2,9 
3x4 833,9 55,4 -1770,5 -7,7 -5,8 -5,8 -4,0 
3x5 693,5 377,8 179,8 -0,9 -3,6 1,7 -1,1 
3x6 -149,4 130,1 2806,9 -3,4 -8,0 -1,7 -3,1 
3x7 -1292,6 506,8 724,9 3,5 -5,9 -3,5 -3,8 
3x8 -147,9 -142,7 217,0 5,3 13,9 -1,1 -3,8 
3x9 -784,0 -88,9 -434,5 -8,9 0,4 3,0 0,1 
3x10 -242,0 -119,1 -2073,3 2,2 4,4 9,4 8,1 
4x5 -430,6 -319,7 -1104,0 15,1 0,2 -2,2 -2,2 
4x6 1133,5 377,6 473,2 11,9 10,2 0,7 2,8 
4x7 544,3 276,3 440,2 -1,5 -11,3 5,7 6,5 
4x8 -410,0 -311,2 -634,7 -6,8 6,9 2,7 -2,4 
4x9 -17,1 -286,4 90,8 3,8 1,3 4,1 6,7 
4x10 -891,1 764,4 2554,9 1,7 5,6 -4,7 -6,9 
5x6 879,1 -115,1 -1356,6 -5,7 -8,1 -2,5 5,5 
5x7 -432,1 -818,3 -1002,6 -5,2 6,9 2,3 -1,1 
5x8 -920,4 341,2 -1358,5 0,5 -0,2 1,9 1,0 
5x9 -329,5 486,9 14,0 -5,6 3,0 -1,7 -2,6 
5x10 -847,5 -1354,2 1263,2 11,2 5,5 -8,1 0,0 
6x7 -258,0 -334,1 -119,5 19,2 -2,6 10,4 8,0 
6x8 137,8 78,4 -595,3 -0,6 2,9 -1,5 4,6 
6x9 -313,4 -175,8 -746,8 -8,4 -3,2 -1,9 -5,7 
6x10 -417,4 54,1 -783,7 0,2 -9,5 -1,4 -10,4 
7x8 535,5 451,2 -1625,3 7,9 0,3 -5,2 -1,6 
7x9 263,4 564,9 -368,8 -19,5 0,8 -12,6 -1,5 
7x10 875,4 -806,2 2476,3 -10,0 2,3 2,2 3,4 
8x9 -687,9 -440,6 -275,7 7,9 2,7 -5,2 5,5 
8x10 843,1 -18,7 824,4 0,8 -8,6 5,2 4,9 
9x10 412,0 220,1 1260,9 -0,3 5,5 7,9 1,6 
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CONCLUSÕES 

Uma ampla variabilidade foi observada entre os híbridos avaliados 

para rendimento de grãos e teores de Fe e Zn no grão. Efeitos aditivos e não aditivos 

estão envolvidos no controle genético dessas características, com predomínio dos 

efeitos não aditivos. Objetivando a seleção simultânea das características RG e altos 

teores de Fe e Zn no grão, o híbrido L4 x L6 se mostrou o mais promissor, mostrando 

valores positivos de ŝij em todos os ambientes avaliados. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os acessos de milho grão e pipoca empregados neste estudo de 

associação genômica apresentaram variabilidade ampla para o teor dos nutrientes 

avaliados. Os QTNs identificados e o acúmulo de alelos superiores em um mesmo 

acesso revelou aumento gradual no teor de nutrientes no grão, indicando que essas 

marcas genéticas podem ser utilizadas em futuros programas de melhoramento 

visando a biofortificação do milho. Os loci identificados no presente trabalho serão 

importantes para o melhoramento de milho grão e pipoca de origem tropical no Brasil 

para as características nutricionais estudadas. Uma ampla variabilidade foi observada 

entre os híbridos avaliados para rendimento de grãos e teores de Fe e Zn. Efeitos 

aditivos e não aditivos estão envolvidos no controle genético dessas características, 

com predomínio dos efeitos não aditivos. Por fim, objetivando a seleção simultânea 

das características RG, Fe e Zn, o híbrido L4 x L6 (proveniente de cruzamento entre 

as linhagens L4 e L6) se mostrou o mais promissor, mostrando valores positivos de ŝij 

em todos os ambientes avaliados. 
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