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RESUMO

RODRIGUES, Mateus Cupertino, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2015. Avaliacdo de linhagens de milho tropical para eficiéncia no uso de
nitrogénio. Orientador: Rodrigo Oliveira de Lima. Coorientadores: Jodo Carlos
Cardoso Galvéo e José Marcelo Soriano Viana.

O nitrogénio (N) é o nutriente mais demandado na cultura do milho. Diante disso, o
objetivos deste trabalho foram investigar a presenca de variabilidade genética em
linhagens de milho tropical para caracteres relacionados a eficiéncia no uso de N;
identificar linhagens de milho tropical eficientes no uso de N; estudar a contribuicdo da
eficiéncia de absorcéo e de utilizacdo de N para a eficiéncia no uso de N emmsnhage
de milho tropical; estudar a divergéncia genética entre linhagens de milho tropical; e
identificar os caracteres secundarios que estdo associados com a eficiéncia no uso de N
em linhagens de milho tropical. Foram avaliadas 64 linhagens endogamicas de milho
tropical em Coimbra-MG em ambiente de baixo (30 kgdeN) e alto suprimento de

N (180 kg ha de N). Os caracteres avaliados foram florescimento masculino,
florescimento feminino, peso hectolitrico, teor de clorofila na folha, altura de planta,
altura de espiganumero de nos abaixo da espiga, numero de nds acima da espiga,
didmetro de espiga, comprimento de espiga, numero de fileiras de grdos na espiga
namero total de grados na espiga, produtividade de gréos, peso de 1000 gréos, eficiéncia
na absorcao de N, eficiéncia na utilizacdo de N e eficiéncia no uso de N. Comprovou-se
variabilidade genética entre as linhagens de milho tropical para caracteres avaliados
relacionados a eficiéncia de uso de N. A eficiéncia de utilizacdo de N contribui com
mais de 75% da variacdo para eficiéncia de uso de N em ambos 0s niveis gle N. A
linhagens eficientes no uso de N em alto suprimento deste nutriente foram L6, L10,
L16, L17, L21, L28, L40, L50 e L60. As linhagens eficientes em baixo suprimeio de
foram L21, L27, L28, L38, L43 e L63. As linhagens 21 e 28 se deatagaor serem
eficientes em ambos os niveis de N. A diferenca de disponibilidade de N no solo
influencia o padrao de agrupamento das linhagens de milho pela divergéncia genética.
O cardter niumero de graos por espiga esta fortemente associado com eficiéncia de uso
de N e pode ser utilizado como um carater secundario na selecéo de linhagens de milho

eficientes no uso de N.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Mateus Cupertino, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2015.
Evaluation of tropical maize lines for nitrogen use efficiencyAdviser: Rodrigo
Oliveira de Lima.Co-adviser: Jodo Carlos Cardoso Galvdo and José Marcelo Soriano
Viana.

Nitrogen (N) is the most nutrient demanded in the maize crop. Thus, the objectives of
this study were to investigate the presence of genetic variability in tropical maize
inbred lines for traits related tN efficiency in use; identify efficient tropical maize
inbred lines in the use of N; study the contribution of the efficiency of absorption and
utilization of N to N use efficiency in tropical maize inbred lines; study the genetic
divergence among tropical maize inbred lines and identify the secondary traits that are
associated with the efficiency in the use of N tropical maize inbred lines. Sixty-four
inbred lines of tropical maize were evaluated in Coimbra MG, under low N
environment (30 kg haN) and high supply of N (180 kg Ba). The evaluated traits

were male flowering, female flowering, hectoliter weight, chlorophyll content in the
leaf, plant height, ear height, number of hodes below the ear, number of nodes above the
ear, ear diameter, ear length, number in the ear of grain rows, the total number of
kernels on the ear, grain yield, 1000 grain weight, N use efficiency, N acquisition
efficiency and N utilization efficiery. There is genetic variability among inbred lines

of tropical maize for traits related to efficiency ude The N utilization efficiency
contributes more than 75% of the variance for N use efficiency at both levels of N.
Inbred lines efficient in the use of N in high level of this nutrient are L6, L10, L16, L17,
L21, L28, L40, L50 and L60. Efficient inbred lines in low N are L21, L27, L28, L38,
L43 and L63. The inbred lines 21 and 28 stand out for being efficient on both levels of
N. The difference in N availability in the soil influences the pattern of grouping of
maize inbred lines for genetic diversity. The trait number of grains per ear is strongly
associated with N use efficiency and can be used as a secondary trait in the selection of
inbreed lines efficient in the use of N.
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1. INTRODUCAO

O milho Zea mays L. uma espécie da familia das poaceas e seu cultivo esta
disseminado por uma vasta regido do mundo, em altitudes que vao desde o nivel do mar
até 3.000 metros. O México e a Guatemala sdo considerados paises de origem do milho
gue conhecemos hoje. A mais antiga espiga de milho foi encontrada no Vale do
Tehucan, na regido onde hoje se localiza o México, datada de 7.000 and® A.C.
teosinto deu origem ao milho por meio de um processo de selecéo artificial feito pelo
homem. Ao longo do tempo, o homem promoveu a domesticagcao do milho por meio da
selecéo visual no campo, considerando importantes caracteres como produtividade de
graos, resisténcia a pragas e doencas e capacidade de adaptacdo, entre outros, dand
origem ao que é chamado hoje de milho moderno (Beadle, 1978). Mundialmente, o
milho tem grande importancia econGmica, cultural e social, caracterizada pelassdiversa
formas de sua utilizacdo, que vado desde a alimentacdo animal, passando pela
alimentacdo humana, até a industria de alta tecnologia, como a producéo de filmes,
embalagens biodegradaveis, etanol e diversos outros produtos. O grao det milho
composto predominantemente de carboidratos (78%) e proteinas (9%), sendo, por
consequéncia, considerado um alimento energético para as dietas humana e animal
(Paes, 2008).

Estima-se que, em 2015, a safra mundial de milho seja de 987,52 milhdes de
toneladas, o que o posiciona como o cereal com maior volume de produgédo no mundo
(USDA, 2014). Embora seja produzido quase um bilhdo de toneladas de gréos de milho,
a producdo de milho, nas areas aptas a cultura, ndo sera suficiente para atender a
demanda mundial deste cereal nas préximas décadas (Bazinger et al., 2004). Com o
desafio de alimentar uma populacdo mundial crescente, que, em 2050, superard 0s hove
bilhdes de habitantes, o milho sera ainda mais importante e havera necessidade de
aumentar a producdo, sem aumentar a area plantada igéa-tuém areas marginais e
inaptas para a cultura. Assim, é necessario aumentar a produtividade desse cereal, visto
que a demanda por alimentos crescera 20% nos proximos dez anos e o Brasil sera
responsavel por atender 40% desta demanda (Peixoto, 2014). A necessidade de
aumentar a produg¢do mundial de milho € uma realidade, mas ndo h&a grandes areas para
serem utilizadas para este fim em nenhuma regido do mundo, pois, além da necessidade
de produzir outros alimentos, ha uma grande pressao global em prol da conservacéo da

vegetacao natural.



Em 2014, o agricultor Randy Dowdy, de Valdosta, da Geodrgia, Estados Unidos,
estabeleceu o recorde mundial de produtividade de milho, com uma média de
aproximadamente 31,57 toneladas por hectane condicbes de campo (Agrolink,
2015). Isso mostra que o potencial produtivo do milho é muito alto. Entretanto, ha uma
grande variacdo de produtividade de gréos entre paises, estados e, mesmo, entre regides
dentro de estados. Os motivos para esta diferenca de produtividade estao relacionados
com os niveis de tecnologia adotados pelos produtores. Nessas regides tropicais,
geralmente o cultivo de milho é feito em solos com baixa fertilidade e com baixo uso de
fertilizantes, principalmente o nitrogénio (N) (Monneveux et al., 2005). Para mudanca
desse cenario, faz-se necesséario o uso de técnicas culturais mais adequadas, aliadas
cultivares mais adaptadas a cada local e eficientes no uso de agua, luz e nutrientes, com
destaque para uma maior eficiéncia no uso do N. Esse nutriente € absorvido desde os
estadios iniciais de desenvolvimento até perto da maturacédo fisioldgica da planta de
milho (Ritchie et al., 2003). O N é o nutriente mais demandado e consumido pela
cultura do milho, principalmente quando sdo almejadas altas produtividades de gréos,
pois, para cada 60 kg fhde grdos produzidos, é necessario 1 k§deN (Vergutz e
Novais, 2015). Entre as cultivares atuais, existe enorme variacao na eficiéncia de uso de
N (Worku et al., 2007). No entanto, a maior parte dos programas de melhoramento
desenvolve cultivares de milho para condigBes 6timas de cultivo, ndo visando a uma
selecdo de cultivares mais eficientes na utilizacdo e na absorcédo de N.

A eficiéncia no uso de N é definida como a razéo entre a produtividade de gréos
por unidade de N disponivel a planta no solo (Moll et al., 1982). Ela é composta pela
eficiéncia na absorcdo de N, que é a capacidade da planta em absorver N, e pela
eficiéncia na utilizacdo de N, que € a capacidade da planta de produzir grdos ou matéria
seca por unidade de nutriente absorvido. Cultivares de milho mais eficientes no uso de
N podem ser obtidaatravés do melhoramento genético para eficiéncia na absorcéo e/ou
na utilizacdo de N (Hirel et al.,, 2001; Gallais e Hirel, 2004; Souza et al., 2008).
Segundo Moll et al. (1982), em baixa disponibilidade de N, a variacdo na eficiéncia de
utilizacdo deste nutriente contribui mais para a eficiéncia do uso de N dwguacao
na eficiéncia de absorcdo. No entanto, verifica-se o contrario em alto N, em que
contribuicdo da eficiéncia na absor¢cdo € mais importante do que a eficiéncia na
utilizagé@o para eficiéncia no uso de N (Gallais e Coque, 2005). Do Vale et al. (2012)
avaliaram linhagens e hibridos de milho, em estadio de plantula (V6), para eficiéncia no

uso de N, tendo concluido que, independentemente da disponibilidade de N, a eficiéncia
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no uso de N foi mais influenciada pela eficiéncia na absorcédo do que pela eficiéncia na
utilizacdo. No entanto, estas contribuicbes podem variar, dependendo da fonte de
nitrogénio do solo, do germoplasma e das condigbes ambientais. Diante disso, € muito
importante estimar as contribuicbes da eficiéncia na absorcédo e utilizacdo de N para
eficiéncia no uso de N e, assim, estabelecer estratégias de melhoramento que visem ao
desenvolvimento de cultivares de milho mais eficientes no uso de N.

Caracteres secundarios relacionados a eficiéncia no uso de N tém sido estudados
com o intuito de obter cultivares mais eficientes no uso do N, pois, em solos pobres em
N, os ganhos com selecdo direta para eficiéncia no uso de N s&do pequenos em
decorréncia da baixa herdabilidade para esses caracteres nesses ambientes (Banziger e
al., 2004). Para um carater ser utilizado no processo seletivo como ideal, ele deve estar
correlacionado geneticamente comamter principal, apresentar alta herdabilidade, ter
alta variabilidade genética, ser de facil e rapida mensuracao e estavel dypenicelo
de avalia¢do (Falconer e Mackay, 1996; O’Neill et al., 2006). Miranda et al. (2005)
usaram o teor de clorofila na folha para descartar linhagens de milho ineficientes no uso
de N. Abdel-Ghani et al. (2013) avaliaram 74 linhagens de milho submetidas & altas
baixas dosagens de N e encontraram correlacdo positiva e significativa entre os
caracteres de arquitetura de planta (altura de planta e espiga) e produtividade de gréos,
em ambientes de baixo e alto N. Badu-Apraku et al. (2012) avaliaram 90 linhagens de
milho aos 21 dias ap6s o plantio em estresse por seca e baixo N e encontraram que
altura de planta e de espiga sdo caracteres confidveis para selecdo simultdnea para
produtividade de gréos em baixo N e seca. Abe et al. (2013) avaliaram 14 hibridos de
milho tropical em condi¢cbes de baixo, 6timo e ndo fornecimento de N por trés anos
consecutivos na Nigéria, tendo encontrado correlacdo posiB¥®,001) entre
produtividade de gréos e altura de planta e espiga em todos os ambientes e anos
avaliados.

Estes resultados indicam que ¢é possivel fazer avaliacdo de caracteres
correlacionados com produtividade de gréos e, com isso, selecdo precoce de linhagens
de milho eficientes no uso de N sem que seja necessario obter os dados de
produtividade de gréos, o que levaria muito tempo e demandaria maior alocacdo de
recursos e mao de obra.

Atualmente, mais de 65% da area plantada com milho € composta por cultivares
hibridas. O desenvolvimento de hibridos em um programa de melhoramento de milho

esta condicionado a cruzamentos entre linhagens contrastantes, pois a heterose
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manifestada no cruzamento é funcdo do desvio de dominancia e do quadrado da
diferenca da frequéncia génica entre as popula¢gdes das quais as linhagens foram obtidas
(Falconer e Mackay, 1996). Entdo, uma maneira de maximizar a heterose é agrupar as
linhagens do programa de melhoramento em grupos divergentes. E isso pode ser feito
de forma preditiva por meio de estudos de divergéncia genética aplicados ao conjunto
de linhagens do programa. Mundim et al. (2013a) estimaram diversidade entre 25
linhagens de milho-pipoca para caracteres de raiz e eficiéncia na absoNaemt#n
encontrado grupos de linhagens divergentes que podem ser usadas para a geracao de
hibridos de milho-pipoca e populacbes segregantes para estudos de heranca. Embora o
desenvolvimento de cultivares de milho eficientes no uso de N seja importante para uma
agricultura sustentavel, principalmente em condi¢des tropicais, ha poucos tradralhos,
condicbes de campo, com fenotipagem de linhagens para eficiéncia no uso de N e
caracteres relacionadog maioria dos trabalhos tem sido conduzida em casa de
vegetacdo, em que os fatores ambientais sdo controlados, podendo ndo representar
muito bem as condi¢Bes reais de cultivo. Em paises de clima temperado, h4 um maior
namero de investigacdes com avaliacdes para eficiéncia no uso de N em condicdes de
campo (Ferro et al., 2007; Wu et al., 2011; Abdel-Ghani et al., 2013), mas € importante
salientar que a maioria dos trabalhos néo avalia linhagens endogamicas, que séo a base
principal para obtencdo de hibridos de milho. Ferro et al. (2007) avaliaram 85
varieda@s de milho crioulo, coletadas em cinco paises (Franca, Portugal, Alemanha,
Grécia e Italia), plantadas em dois ambientes contrastantes (Italia e Grécia), com baixo e
alto N, tendo encontrado alta variabilidade genética para caracteres relacionados a
eficiéncia no uso de N, mostrando ser possivel utilizar estes genétipos em programas de
melhoramento para obtencao de cultivares mais eficientes no uso de N.

Diante do exposto, € nitida a necessidade de desenvolvimento de cultivares de
milho tropical mais eficientes no uso de N. Com a identificacdo de linhagens mais
eficientes no uso de N e posterior obtencdo de hibridos eficientes, busca-se reduzir o
custo de producéo, ja que os adubos nitrogenados representam, em média, 22% do custo
de producdo da cultura do milho (Jandrey et al.,2012). Com reducdo do uso de
fertilizantes nitrogenados, que é produzido do petrdleo, uma fonte de energia néo
renovavel, ocorrera, também, reducdo dos impactos ambientais gerados tanto na
producdo do adubo nitrogenado quanto na sua utilizacdo excessiva nos solos agricolas.
Além disso, é necessario conhecer a associagdo entre caracteres secundarios e

eficiéncia no uso de N, com o propésito de maximizar os ganhos de selecdo e obter
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populacdes segregantes para estudos de heranca de caracteres relacionados a eficiénciz

no uso de N.

2. OBJETIVOS

Investigar a presenca de variabilidade genética em linhagens de milho tropical

para caracteres relacionados a eficiéncia no uso de N.

Identificar linhagens de milho tropical eficientes na absorcéo, utilizagéo e uso de

Estudar a contribuicdo da eficiéncia na absorcam etilizacdo de N para a

eficiéncia no uso de N em linhagens de milho tropical.

Estudar a divergéncia genética entre linhagens de milho tropical em condi¢cdes

contrastantes de N no solo.

Identificar os caracteres secundarios associadefici€ncia no uso de N em

linhagens de milho tropical.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético
Para este trabalho, foram utilizadas 64 linhagens endogamicas de milho, oriundas

do banco ativo de germoplasma do programa de melhoramento de milho da
Universidade Federal de Vicosa (UFV), Programa MilhAs 64 linhagens foram
escolhidas com base em suas origens e por serem divergentes para caracteres de
arquitetura de planta e alguns caracteres agrondmicos. Estas linhagens foram extraidas
de diferentes fontes de germoplasma como hibridos comerciais, populacbes e
variedades de polinizacdo aberta e resulde pelo menos cinco geracbes de
autofecundacéo. Assim, elas ndo estavam segregando para caracteres de interesse, pois :
variancia genética dentro de linhagens com cinco gerac¢des de autofecundacdo € quase
nula (Falconer e Mackay, 1996).



3.2. Avaliacéo das linhagens endogamicasde milho
As 64 linhagens de milho foram avaliadas na Estacdo Experimental de Coimbra

(20° 51' 24" S, 42° 48' 10" W, altitude de 720 m), pertencente ao Departamento de
Fitotecnia da UFV, na safrinha de 2014. A semeadura das linhagens foi feita no dia 19
de fevereiro de 2014. O experimento foi composto por um fatorial 2 x 64 (dois niveis de
N, altoe baixo, e 64 linhagens) em delineamento experimental de latice 8x8, com duas
repeticbes. Cada parcela foi constituida de duas linhas de quatro metros de
comprimento, espacadas em 0,80 m entre si, com area Util dé. &gnoximadamente

25 dias apos o plantio, foi feito um desbaste, sendo obtida uma populacdo de 62.500
plantas ha.

A adubacao de plantio foi feita conforme as recomendacfes técnicas para cultura
do milho (Vergutz e Novais, 2015) e com base na andlise quimica do solo, exceto para
adubacdao nitrogenada, na qual a quantidade do adubo nitrogenado variou. No ambiente
de alto N, foram aplicados 30 kghde N no plantie feita uma adubag&o de cobertura,
no estadio de seis folhnas completamente desenvolvidas (V6), na quantidade de 150 kg
ha® de N na forma de ureia. Isso totalizou 180 kg ta N (plantio + cobertura). No
ambiente de baixo N, foram aplicados 30 k¢f ki@ N no plantio, sem adubacgéo de
cobertura. O experimento foi irrigado. Todos os tratos culturais foram feitos, sempre
gue necessarios, de acordo com as recomendacdes técnicas para a cultura do milho
(Cruz et al., 2008

Para as avaliacbes dos caracteres, foram marcadas, previamente, cinco plantas
representativas da parcela com uma folha de papel, onde foram feitas todas as
avaliacOes, exceto produtividade de gréos. Foram avaliados 0s seguintes caracteres:
conteudo de clorofila na folha (SPAD), que foi mensurado na folha abaixo da espiga
superior, 15 dias apos o florescimento feminino, usando o medidor portatil de clorofila
(SPAD-502); altura de planta (AP) e espiga (AE), sendo a avaliacéo feita da superficie
do solo até o ponto de insercédo da folha bandeira e até o ponto de insercdo da espiga
superior, respectivamente; nimero de nés abaixo (NNBE) e acima (NNAE) da espiga
superior, avaliado pela contagem dos numeros de nos abaixo e acima da espiga superior
da planta. As avaliacbes de arquitetura de planta foram feitas por ocasido de
pendoamento (estadio VT).

Foram avaliados, também, o florescimento feminino (FF) e o florescimento
masculino (FM). Esta avaliacdo foi feita em dias, contados do plantio até o

florescimento, pela observacéo visual da liberacéo de estilo-estigmas (flores femininas)
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e da liberacdo do grdo de polen no pendao (flores masculinas). Para florescimento
masculino, a parcela foi considerada florescida quando 50% das plantas estavam
liberando gréos de pdlen em pelo menos 50% do penddo. No caso do florescimento
feminino, foi considerado quando 50% das plantas estavam liberando estilo-estigma
(pelo menos um cm de estilo-estigmas).

Na ocasido da colheitti colhida a parte aérea das cinco plantas, representativas
da parcela, de onde foram obtidos os dados de matéria fresca da parte aérea total e de
avaliacdo das espigas. Os dados relacionados a espiga foram mensurados na espiga
superior de cada planta colhida. Os dados finais foram expressos em média por planta.
Os caracteres avaliados foram os seguintes: peso da parte aérea fresca, feito apos
retirada dos grdos, sendo feita a pesagem da parte aérea das cinco plantas
representativas da parcela colhidas, sendo este peso representado por folhas + colmo +
palha da espiga + pendao + sabugo; comprimento de espiga (CE), representado pela
medida da base até a ponta da espiga; diametro de espiga (DE); numero de fileira de
graos (NFE); numero de graos por espiga (NGE); peso hectolitrico (PHE), medida do
peso de um litro de gréos;jpeso de 1000 graos (P1000). Esses dois ultimos caracteres
foram corrigidos para 14,5% de umidade.

A avaliagéo de produtividade de graos (PG) foi feita pela colheita manual de todas
as espigas da parcela e pela quantificacdo do namero total de plantas de cada parcela
para posterior correcdo para um estande de 62.500 plantas, que representou o nimero de
plantas em um hectare. No galpfmam feitas a debulha das espigas em debulhador
elétrico e, logo apds, a pesagem dos grdos e medicdo da umidade. Os dados foram
expressos em kg Ha corrigidos para 14,5% de umidade.

Para determinacdo do peso de parte aérea fresca, todo o material das 5 plantas
inteiras foi triturado em triturador elétrico. Apos a trituracdo de toda matéria fresca, foi
retirada uma amostra que foi pesada, sendo mensurada a matéria fresca, e, logo apos,
colocada para secar em estufa de circulacao forcada de ar a 70 °C até atingir massa
constante (72 horas). A amostra seca foi pesada e, com base no peso fresco e seco da
amostra, foi calculada a porcentagem de sua matéria seca, tendo este valor sido
extrapolado para calcular a matéria seca total das cinco plantas.

Os graos também foram secos em estufa de circulacdo forcada de ar a 70°C até
atingir massa constante. Apds secar, a amostra da parte aérea e os graos foram moidos
em moinho tipo Willey e o teor de nitrogénio, determinado pelo método Kjedahl,

descrito por Bremner e Mulvaney (1982). Apés determinado o teor de N dos graos e da
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parte aérea (sabugo + palha da espiga + colmo + folhas + pendao), os valores foram
somados (grao + parte aérea) e utilizados para calcular a eficiéncia no uso de N (EUN)
e seus componentes primarios eficiéncia na absorcdo de N (EAbN) e eficiéncia
utilizacdo de N (EUtN), conforme Moll et al. (1982):

EAbN = Quantidade de N na planta / quantidade de N aplicado (Rg kg

EUtN = Produtividade de grdos / Quantidade de N na planta (K kg de
graos / kg de N absorvido);

EUN = EAbN x EUtN (kg kd).

3.3. Analises genético-estatisticas
Apobs a coleta de todos os dados fenotipicos, eles foram submetidos a analise de

variancia simples e conjunta e, depois, estimadas as variancias genotipicas e fenotipicas.
Blocos, linhagens e os efeitos da interacao de linhagens com niveis de nitrogénio foram
considerados como efeitos aleatorios.

O modelo estatistico geral utilizado para a analise em cada ambiente, baixo e alto
N, foi Yijk = m + t + r, + b + ej, em que Yijk é o valor observado da linhagem i no
bloco k, dentro da repeticdo j; m é a média geral do experimeéta; efeito da
linhagem i, com i variando de 1 a 64¢éro efeito da repeti¢éo j, com j variando de 1 a
2; b € o efeito do bloco k, dentro da repeti¢ée gx € o erro experimental associado
ao total da parcelai¥. Além disso, uma analise conjunta, considerando os dois niveis
de N, foi feita para testar a interacdo doses de N x linhagens. Antes da analise conjunta,
foi feito o teste de homogeneidade das variancias pela razdo entre os quadrados médios
residuais individuais (Cruz et al., 2012). Como os quadrados médios residuais nao
ultrapassaram a relacdo de 7:1, os dois ambientes de alto e baixo N foram reunidos e
feita a andlise de variancia conjunta. O modelo estatistico geral utilizado para a analise
conjunta da interacao entre os dois niveis de N com as linhagensfai nY + | + 1
+ bxgy + thh + t+ gk, em que Y« é o valor observado da linhagem i no bloco k,
dentro da repeticdo j no ambiente |; m € a média geral do experiméntogfeito do
ambiente |, sendo baixo ou alto nivel de N & o efeito da repeticdo j dentro do
ambientd; by é o efeito do bloco k, dentro da repeticdo j no ambienteé o efeito
da interacdo ambiente | x linhagem iigto efeito da linhagent e ex € o erro

experimental associado ao total da parcgia Y



A herdabilidade no sentido amplo foi estimada, em alto e baixo N, como razéo
entre as estimativas de variancia genotipica e variancia fenotipica (Fehr, 1991). Para

medir a precisdo e qualidade experimental dos experimentos, a acurécia seletiva foi

s _1 0
estimada conforme a expresseis — (1 KF) 7 (Resende et al., 2007).
Para identificar as linhagens eficientes e néo eficientes no uso de N, o intervalo de

confianca (IC) a 99% de probabilidade foi estimauho alto e baixo N, através da

QMR
equacaoC(W)oov=X £ t o aof T , em que¥ é a média das linhagens em cada

ambiente para EUN,é tabelado, QMR € o quadrado médio do residuo e r € o numero
de repeticbes (Mundim et al., 2013). Linhagens com médias superiores ao limite
superior do intervalo de confianca para a média foram classificadas como eficientes no
uso de N, linhagens com médias inferiores ao limite inferior do intervalo de confianca
para a média foram classificadas como ineficientes no uso de lidhagens com

médias dentro do intervalo de confianca para a média foram classificadas como
linhagens intermediarias no uso de Além disso, um grafico de dispersdo com as
médias estimadas para eficiéna@absorcdo e na utilizacdo de N, em que o eixo das
abcissas corta a média das estimativas de EUtN e o das ordenadas, a média das
estimativas de EAbN, foi construido para cada nivel de N.

Para estimar a diversidade genética entre as linhagens de milho tropical, em alto e
baixo N, a distancia generalizada de Mahalanobf €Btre as linhagens foi calculada,

e as linhagens foram agrupadas pelo método da ligacdo média entre grupos (UPGMA).
A matriz de distancia Pfoi utilizada para identificar as linhagens mais proximas e os
pares mais divergentes. O critério proposto por Singh (1981) foi utilizado para
quantificar a contribuicao relativa dos caracteres para diversidade genética.

O calculo da proporcdo de contribuicdo da eficiéntdaabsorcdo de N e
eficiéncia na utilizacado de N para a eficiéncia no uso de N foi feito segundo Moll et al.
(1982). Os logaritmos da EUN, EAbN e EUtN foram obtidos das médias das linhagens
para essas carasts e, depois disso, foi obtida a correlacdo entre estes valores,
multiplicados pela razdo do desvio padréo admater component€Sy), neste caso
EAbN e EUIN, pela caracteristica resultante EUNi)(SA seguinte formula foi
utilizada:

Contribuicao daarater E (ryxi(Sq/Syi)) x 100.



Em alto e baixo N, os coeficientes de correlacdo entre todas as médias ajustadas
de todos os caracteres avaliados foram estimados e testados a 5% de probabilidade pelo
teste F. Depois disso, com intuito de identificar caracteres com efeito direto sobre os
componentes da eficiéncia no uso de N, as estimativas de correlacbes entre caracteres
agrondmicos e EUN foram desdobradas em efeitos diretos e indiretos por meio de
andlise de trilha (Wright, 1921). A EUN foi considerada@ter principal e os demais,
caracteres agrondmicos, com excecaoP@& que tem correlacdo direta com EUN,
EADN e EUtN, foram considerados caracteres explicativos. A analise de trilha foi feita
apos o diagnostico de multicolinearidade na matriz de correlacdes entre os caracteres
explicativos (Montgomery e Peck, 1981). As andlises genético-estatisticas foram feitas
com auxilio dos pacotéagricolae”, “ade4” e “adegenet”, implementados no programa
R (TEAM, 2001).

4. RESULTADOS E DISCUSS0

4.1. Componentes de variancia, médias, herdabilidade e acuracia estatistica
Houve efeito significativoR<0,01) para a fonte de variagdo linhagens avaliadas

para quase todos os caracteres, em alto e baixo N, exceto para EUtN, em baixo N, em
que o efeito constatado foi ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F (Tabela 1).
Considerando estes resultados, € possivel observar alta variabilidade genética entre as
linhagens de milho tropical para os caracteres agronémicos e componentes da eficiéncia
no uso do N. Assim, € possivel selecionar linhagens de milho eficientes na absor¢éo, na
utilizagéo e, principalmente, no uso de N entre as 64 linhagens avaliadas. Variabilidade
genética para EUN e caracteres agrondmicos em linhagens de milho, em baixo e alto N,
sao relatados por AettGhani et al. (2013) e Badu-Apraku et al. (2012), confirmando a
possibilidade de selecéo de linhagens mais eficientes no uso do N em milho.

Na interacdo linhagens x niveis de N, houve alteragdo no comportamento relativo
das linhagens frente as diferencas de disponibilidade de N no solo para os caracteres
avaliados (Tabela 1). Os caracteres EUN, EAbN, P1000, NFE e CE foram altamente
significativos para a interagad’< 0,01), e ocater FF foi significativo a 5% de
probabilidade pelo teste F. Além desses, os caracteres SPAD, AP e AE foram
significativos a 10% de probabilidade. N&do houve interacdo linhagens x niveis de N
para os caracteres FM, PHE, NNBE, NNAE, DE, NGE e EuUB% (0,10. O

conhecimento sobre a significancia da interacdo linhagens x niveis de N €& muito
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importante no melhoramento de milho, pois essas informacées podem nortear o
melhorista na avaliacdo de linhagens nos dois niveis de N ou em apenas um. Como
EUN, EAbN, P1000, NFE e CE foram altamente significativos para a interBgao (
0,01), a selecdo de linhagens com base nesses caracteres deve ser feita em ambiente:
separados, pois os alelos que controlam a expressao do carater em baixo fornecimento
de N sao, pelo menos em parte, diferentes dos alelos que controlam o0 mesmo carater em
condicéo ideal de N (Gallais et al., 2008; Souza et al., 2008). Para os caracteres FM,
PHE, NNBE, NNAE, DE, NGE e EUtN, que nao foram significativos para interacao
linhagens x niveis de N, a selecdo pode ser feita em apenas um ambiente ou a sua
andlise pode ser feita com base nas médias dos dois ambientes em estudo. Um fato
interessante foi que a EUtN ndo apresentou interacdo com os niveis de N no solo. Ja a
EAbN e EUN foram altamente significativos para a intera¢&®,01). Resultados
semelhantes foram encontrados por Do Vale et al. (2012), que, trabalhando com
combinacdes hibridas em niveis contrastantes de N, encontraram interagao significativa
para EAbN e ndo significativas para EUtN. Segundo estes autores, a EAbN é o
componente mais importante para a EUN. Se a EAbN for o componente mais
importante para a EUN e apresentar alta interagcdo com os niveis de N aplicado no solo
(P< 0,01), é necessario que se faca a selecdo de genoétipos em ambientes diferentes para
encontrar linhagens com alta EUN nos dois ambientes de estudo.

Pelo fato de n&o ter havido interacdo linhagens x niveis de N com todos o0s
caracteres avaliados, as correlacbes de Spearman entre 0s mesmos caracteres avaliados
em alto e baixo N, foram significativaBq 0,01) para a maioria dos caracteres, exceto
para EAbN (Tabela 3). As correlagdes significativas foram positivas, variando de 0,91
(FM) a 0,49 (EUtN). A correlacéo da EUN entre os ambientes de baixo e alto N foi de
0,70. Nesse trabalho, € possivel observar, com base nos resultados, teraléscia d
linhagens apresentarem respostas semelhantes nos dois ambientes para caracteres de al
herdabilidade, que ndo sdo muito influenceg@or mudancas ambientais. Ja para
caracteristicas de baixa herdabilidade, por serem influenciadas pelo ambiente, pelo fato
de as correlacles terem sido significativas, houve diminuicdo da sua intensidade entre
os dois ambientes avaliados. A auséncia de correlagdo significativas entre a EAbN nos
dois ambientes reforca a ideia de que a selecdo com baseasstiedeve ser fetem
ambientes distintos, pois a absorcdo de N é diferente em cada ambiente.

As médias dos caracteres avaliados ndo variaram muito nos dois ambientes, mas

foram em geral maiores em alto N, com excec¢éo de PHE (Tabela 1). Atencdo especial
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deve ser dada para SPAD e PG, visto ter ocorrido reducdo de 25% nos valores de ambos
em ambiente com baixo suprimento de N. Os valores médios de SPAD foram 47,67 e
35,44, em alto e baixo nivel de N, respectivamente. E os de PG foram 2.505,01 e
1.867,74 kg hd, em alto e baixo N, respectivamente. Estes resultados sinalizam que os
dois caracteres devem ser utilizados diretamente ou por meio de caracteres com alta
correlacdo com eles no melhoramento para EUN quando se deseja selecionar genotipos
eficientes para os diferentes niveis de N. Wu et al. (2011) avaliaram 189 linhagens de
milho provenientes de germoplasma tropical e temperado em niveis contrastantes de N e
observaram reducdo de 40% na produtividade de grdos em ambiente com baixo
suprimento de N, quando comparado ao alto N. A diferenca na reducdo da
produtividade entre esses dois trabalhos, em que no presente trabalho houve menor
reducdo, pode ser devida ao fato de o estresse no trabalho de Wu et al. (2011) ter sido
maior que o presente trabalho, ja que no trabalho de Wu et al. (2011) houve deplecao de
N na area de baixo suprimento deste nutriente, pois antes de se implantar o experimento
foi plantado milho sem adubacgao nitrogenada com o intuito de exaurir o N presente no
solo.

A média de PHE em baixo N foi maior em compara¢do com a média do mesmo
caraterem alto N. Os valores de PHE foram 800,97 e 806,11 gein alto e baixo N,
respectivamente. Cancellier et al. (2011) avaliaram populagdes de milho tropical em
alto e baixo N e encontan PHE menor em ambiente de alto N em comparacdo com
baixo N. Coelho et al. (1998) e Trindade et al. (2006) observaram este mesmo efeito em
avaliacdes de linhagens de trigo. Mallmann et al. (1993) trabalharam com populacdes
segregantes de trigo e atribuiram tal fato a diminuicdo do tamanho de grdos em
ambiente de baixo N. Graos menores se ajustam melhor ao cilindro, evitand® espaco
vazios e possibilitando melhor acomodacéo dos grdos no momento da afericdo do PHE,
proporcionando maior peso.

Em relacdo a precisdo do experimento, € possivel observar, pelas altas estimativas
de acuracia, que o experimento teve boa precisdo experimental para todos os caracteres
em estudo (Tabela 1). Para a maioria dos caracteres, as estimativas de herdabilidade
(h?), no geral, ndo variaram entre os ambientes, sendo relativamente maiores em
ambiente de alto N (Tabela 1). Segundo Coque e Gallais (2006), em condicbes de
estresse abiotico, ha reducdo da variabilidade genética e, consequentemente, da

herdabilidade. Atencéo especial deve ser dada para PHE e EAbNe esapuracias e
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herdabilidades foram maiores em baixo N. Isso significa que estes caracteres sao

importantes para a selecao de gendtipos eficientes no uso de N em ambiente de baixo N.
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Tabela 1. Estimativas de componentes de variancia e herdabilidade no sentido gmpiéd{as e acuracia estatistica (Ac)
para caracteres relacionados com a eficiéncia do uso de nitrogénio, avaliados em 64 ldehagjéns tropical, em dois
niveis contrastantes de nitrogénio

Caractere Conjunta Alto N Baixo N
Lin Linx N Lin h Média Ac Lin h Média Ac

FM 28,36*** 0,12 15,74 90,95 68,55 95,37 12,53*%** 92,65 68,02 96,25
FF 33,13** 0,55** 17,46%*= 91,86 69,87 95,85 16,90%** 88,93 69,38 94,31
PHE 2261,60*** 51,235 1215,50*** 52,22 800,97 72,22 116050*** 61,47 806,11 78,35
SPAD 36,75%** 2,05* 14, 51*** 66,57 47,67 81,58 18,97*** 64,11 35,44 80,10
AP 664,64** 5,41* 347,85%* 92,35 153,17 96,10 293,25%** 91,31 150,66 95,56
AE 332,36*** 3,02* 164,09*** 91,07 76,50 95,43 152,48*** 90,21 76,01 94,98
NNBE 1,20%** 0,0122s 0,5422*** 75,69 7,30 86,99 0,5877*** 86,87 7,20 93,20
NNAE 0,77** 0,00 0,2730*** 79,80 6,13 89,33 0,2618*** 83,18 6,31 91,19
DE 0,21*** 0,00 0,1090*** 83,87 3,81 91,58 0,0899** 75,65 3,67 86,99
CE 2,43%** 0,1653** 1,48%*=* 79,18 12,59 88,98 1,1384** 66,37 11,65 81,44
NFE 4 58*** 0,1210*** 2,55%** 88,57 13,60 94,11 2,1642*** 88,56 13,52 94,11
NGE 3475,00%** 0,00 1944 69,69 258,77 83,48 1544,65*** 61,65 234,30 78,54
PG 523384,00*** 17942, B* 355500*** 83,73 2505,01 91,51 178291** 72,00 1867,74 84,85
P1000 0,0033*** 0,0001*** 0,00234** 85,65 0,273 92,55 0,0012*+* 86,56 0,214 93,04
EAbN 0,0630*** 0,0290*** 0,00288** 47,77 0,4945 69,02 0,0988*** 57,14 2,11 75,55
EUIN 67,49%** 0,00 42,76%** 75,88 28,84 87,09 31,03** 46,98 30,36 68,62
EUN 165,00*** 37,50%** 10,98*** 83,72 13,92 91,50 198,12*** 72,00 62,26 84,85

FM, florescimento masculino (dias); FF, florescimento feminincsjdi@HE, peso hectolitro (g); SPAD, teor de clorofila 15 dias apds A, altura de planta (cm); AE, altura de espiga (cm);
NNBE, nimero de nés abaixo da espiga superior; NNAE, nimero de nés acasgigta superior; DE, diametro de espiga (cm); CE, comprimergspiga (cm); NFE, nimero de fileiras de
grdos na espiga; NGE, nimero de grios na espiga; PG, produtividadesdgkgraat); P1000, peso de mil grdos (kg); EAbN, eficiéncia na absorcéo kig Rirt); EUtN, eficiéncia na utilizagdo
de N (kg kg"); EUN, eficiéncia no uso de N (kg ®gns, ndo-significativo; *, ** e *** significativo enP< 0,1,P<0,05 eP<0,01 de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
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O intervalo de confianca de 99%, calculado para a média das linhagens para EUN
em cada nivel de N possibilitou a identificac@o de linhagens eficientes, intermediarias e
ineficientes no uso de N. Em baixo N, as linhagens L21, L27, L28, L38, L43 e L63 e,
em alto N, as linhagens L6, L10, L16, L17, L21, L28, L40, L50 e L60 tiveram as
maiores médias para EUN e foram classificadas como eficientes no uso de N. Em
contraste, as linhagens L11, L25, L33, L47, L56 e L61 e as linhagens L1, L3, L7, L8,
L22, L25, L37, L42, L47, L50, L61 e L64 tiveram as menores médias em baixo e alto
N, respectivamente, tendo sido classificadas como ineficientes no uso de N. As
linhagens restantes foram classificadas como intermediarias na EUN. As linhagens que
foram eficientes no uso de N em ambientes de baixo nitrogénio podem ser importantes
para pequenos produtores que nao fazem adubacao nitrogenada na quantidade adequadz
recomendada para a cultura do milho. Em Blfaove linhagens foram classificadas
como eficientes e 12, como ineficientes no uso de N. Estes valores sdo maiores que em
baixo N, em que seis linhagens foram classificadas como eficientes e seis como
ineficientes no uso de N. Diante disso, podemos constatar que houve maior
variabilidade genética entre as linhagens de milho em ambiente de alto N. Estes
resultados sdo contrarios aos relatados por Mundin et al. (2013a), que avaliaram 25
linhagens de milho-pipoca, em baixo e alto N, e encontraram maior variabilidade
genética em baixo N. No entanto, segundo Coque e Gallais (2006), o estresse de N
tende a reduzir a variabilidade genética das plantas, obserwgdesente trabalho. As
linhagens L21 e L28 se destacaram por serem eficientes no uso de N em ambos o0s
ambientes, alto e baixo N. Estas duas linhagens constituem uma importante fonte de
genes para caracteres relacionados a EUN e sdo promissoras para a producdo de
hibridos eficientes no uso de N, pois elas tiveram resposta positiva nos dois ambientes
avaliados. As linhagens pertencentes a grupos contrastantes podem ser intercruzadas
para geracao de populacdo segregante para mapeamento de locos que expressam par:
caracteres quantitativos (QTL) e estudos de heranca de caracteres relacionados a

eficiéncia no uso de N.

Os gréficos de dispersao das estimativas de médias das linhagens das figuras estédo
divididos em quatro quadrantes (Figuras 1 e 2). No quadrante I, estdo as linhagens com
médias de EUIN e EAbN acima da média geral; no quadignés linhagens com
EUIN acima e EAbN abaixo da médi@o quadrantéll, aslinhagens com valores de

15



EUtN e EAbN abaixo da média no quadrant®/, estdo as linhagens com valores de

EUtN abaixo e EAbN acima da média. O que se percebe é que as linhagens

consideradas eficientes no uso de N citadas acima estdo concentradas no quadrante I,

estando acima da média para EAbN e EUtN, mostrando que a analise grafica foi

eficiente para detectar as potenciais linhagens em EUN e que as linhagens pertencentes

ao quadrante | devem ser selecionadas. No entanto, as linhagens L38 e L50 sé estao

acima da média em EUIN e a linhage27 estd acima da média apenas para EAbN.

Isto indica que estas linhagens séo eficientes no uso de N com alta contribuicdo de

apenas um componente primario da EUN.
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Figura 1. Estimativas de médias das 64 linhagens de milho tropical para eficiéncia de

absorcéo e utilizacdo de N em baixo N.

16



II
L50 I
L 2
~
rbﬁ
oz
rbﬁ
o
p—
pd L10
=
-]
!
< .
5 LA7 149
E ¢ ®23
o L 4 L11
= L18
og . ’
]
=]
a
=

11 v

Eficiéncia na absorcio de N (kg kg')

Figura 2. Estimativas de médias das 64 linhagens de milho tropical para eficé&ncia d
absorcéo e utilizagdo de N em alto N.

4.2. Diversidade genética

As 64 linhagens de milho tropical foram avaliadas em relagdo a 16 caracteres
agron6micos associados com a EUN para diversidade genética. Em cada nivel de N, a
matriz de distancia generalizada de Mahalanobis foi estimada com base nos 16
caracteres avaliados, tendo side linhagens agrupadas pelo método de UPGMA.
Assim, em cada nivel de N, um dendograma foi criado e os grupos de linhagens mais
similares, definidos de acordo método de Mojena (1977). Esses autores sugeriram que 0

dendograma deve ser cortado em funcédo do valor médio de distancias dos niveis de
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fusdo e do desvio padréo desses valores de distancia. Assim, o dendograma com as
linhagens avaliadas em baixo N foi cortado no valor €ideD114,47, 0 que resultou em

oito grupos distintos (Figura 3). A média dos valores de distancia genética foi 136,83,
variando de 20,92 a 423,99. A maior distancia genética foi obtida entre as linhagens
L58 e L61, enquanto as linhagens mais similares foram L10 e L17. A linhagem L58 foi
classificada como intermediaria e a L61, como ineficiente no uso de N por meio das
estimativas de médias no intervalo de confianca a 99%.

Em alto N, o dendograma com as linhagens foi cortado no valot de 121,82 e
resultou na presenca de oito grupos distintos de linhagens. A média das distancias foi
130,29, variando de 15,40 a 475,10. As linhagens mais divergentes foram L7 e L41,
enquanto a menor distancia foi entre as linhagens L36 e L37. A linhagem L7 foi
classificada como ineficiente e a L41, como eficiente no uso de N. Em alto N, houve
maior variabilidade genética, pois, apesarod dois dendogramas apresentarem oito
grupos distintos, a amplitude de distancia foi maior do que em baixo N. Estes resultados
eram esperados, pois, segundo Coque e Gallais (2006), condicdes de estresse abibtico
promovem reducdo da variabilidade genética. Mesmo com uma significativa reducéo da
variabilidade genética nas linhagens em baixo N, € possivel perceber que houve
variabilidade razoavel neste ambiente, o que é importante para a selecdo de linhagens
eficientes no uso de N. Mundin et al. (2013b), trabalhando com linhagens de milho-
pipoca, avaliadas em alto e baixo P, mostraram que o estresse nutricional aeduz
diversidade genética entre as linhagens. A interpretacdo dos resultados das médias com
base no intervalo de confianga calculado para eficiéncia no uso de N, em que ocorre a
identificacdo das linhagens eficientes e ineficientes no uso de N, juntamente com os
resultados do dendograma gerado pela andlise de diversidade genética, é muito util para
o melhoramento de plantas. Com a identificacdo das linhagens eficientes e as suas
respectivas distancias genéticas, é possivel predizer cruzamentos com maiores chances
de sucesso para obtencédo de hibridos de milho mais eficientes no uso de N. A avaliacdo
das linhagens com base no seu comportamento em combinacfes hibridas é uma das
etapas mais importantes e dispendiosas de um programa de melhoramento (Hallauer et
al., 1988). Esses resultados sdo muito importantes na orientacéo da formacéo de dialelos
no intuito de formacgéao de hibridos mais eficientes no uso de N.

Em baixo N, as seis linhagens identificadas como eficientes no uso de N
pertencem a trés grupos diferentes, mostrando ocorréncia de linhagens divergentes e
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eficientes no uso de N, que podem exibir alta heterose quando cruzadas. O que também
é valido em alto N, em que as nove linhagens identificadas como eficientes pertencem a

quatro grupos diferentes.
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A Figura 5 mostra a contribuicdo relativa de cada carater para a diversidade
genética em baixo e alto N, respectivamente. Em baixo N, os caracteres que mais
contribuiram para a diversidade genética foram AP (16,81%) e FM (13,14%) e os
caracteres que menos contribuiram foram EUtN de N (1,12%) e EAbN (2,29%). Ja em
alto N, os caracteres que mais contribuiram com a diversidade genética foram AP
(16,72%) e FF (7,79%) e os caracteres que menos contribuiram foram EAbN (1,76%) e
PG (1,97). Estes resultados mostram que, nos dois ambientes, AP e o florescimento da
planta (FM e FF) foram fatores importantes para a variabilidade genética das linhagens,
sendo os caracteres que mais se diferenciaram. J4 os caracteres que tiveram menor
contribuicdo para a diversidade genética foram as eficiéncias de N (EAbN e EUtN) e
PG. Estes resultados reforcam a importancia de caracteres secundarios
significativamente correlacionados com as produtividades de graos e eficiéncias na
absorcao e utilizacdo de N para a selecédo de linhagens mais EUN e produtivas, ja que
variaram pouco, dificultando, dessa forma, a selecdo das melhores linhagens. Estes
dados diferem dos encontrados por Rotilli et al. (2012), que determinaram a diversidade
genética entre populacdes de milho e obtiveram maior contribuicdo de PG (21,8%) e
menor contribuicdo do comprimento de espiga (6,9%) para diversidade genética. Paixao
et al. (2008) avaliaram populacdes de milho no estado de Alagoas e concluiram que a
PG foi o carater que menos contribuiu para a divergéncia genética. Rigon et al. (2015)
estudaram a divergéncia genética entre 25 hibridos comerciais de milho e encontraram
que AP (38%) foi ocarater que teve maior contribuicdo relativa para a divergéncia
genética. Os resultados dos trabalhos citados acima foram obtidos em ambientes
normais de cultivo, ou seja, sem a presenca de estresse. Apesar de PG nao ter
contribuido significativamente para a diversidade genética, a maior contribuicdo relativa
deste carater é importante em estudos de populaces, em funcédo da escolha das mais
divergentes, mas que apresentem elevada produtividade, sendo, na maioria das vezes, 0

carter principal para o melhoramento de milho.
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Figura 5. Contribuic&o relati@b) dos 16 caracteres para a diversidade genética avaliados em 64
linhagens de milho tropical. a) Baixo nitrogénio e b) Alto nitrogénio.

4.3.Contribuicbes dos caracteres EAbN e EUtN paraEUN
Como foi observada variabilidade genética para a EUN e para os seus component

primarios EAbN e EUtN, em alto e baixo N, as contribuices da EAbN e EUtN para EUN
foram estimadas com o emprego de propriedades de logaritmo (Tabela 2). Com base r
resultados, podemos concluir que as proporc¢des de contribui¢cdes (%) da EUtN e EAbN pe
a EUN ndo se alteram em funcéo das diferentes niveis de N no solo. Entretanto, a proport
de contribuicdo da EUtN foi maior que a contribuicdo da EAbN para a EUN, nos dois
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ambientes avaliados. A contribuicdo da EAbN para a EUN, em alto e baixo N, foi de
18,82% e de 20,79%, respectivamente. Ja a contribuicdo da EUtN para a EUN, em altc
baixo N, foi de 78,35% e de 75,87%, respectivamente. Deste modo, a variabilidade genéti
para EUN, verificada para os dois ambientes, foi maior em decorréncia da proporcao ¢
contribuicdo da EUtN do que da EADN. Os resultados em ambiente de baixo N esté
consonantes com aqueles encontrados por Moll et al. (1982), que mostraraemque,

ambiente com estresse por falta de N, a contribuicdo da EUtN foi maior que a da EAbN pa
a EUN. Segundo Gallais e Hirel (2004), em baixa disponibilidade de N no solo, C
enchimento dos gréos depende mais da remobilizacdo do N de outras partes da planta
0s graos, gerando maior contribuicdo relativa da EUtN em relagcdo a EAbN. Em alto N, c
resultados foram contrarios aos encontrados por Moll et al. (1982), que mostraram que, ¢
alta disponibilidade de N no solo, a contribuicdo da EAbN é maior em do que aNa EUt
para a EUN. As possiveis explicacdes para esta diferenga nos resultados encontrados po
estar nas diferencas nos genétipos avaliados nos dois experimentos quanto a eficiéncia

absorcéao e utilizacdo de N, tipos de solo e épocas de aplicacdo diferentes.

Tabela 2. Propor¢éo da contribuicdo dos caracteres eficiéncia na absorcdo (EddoN) e
eficiéncia na utilizacdo de N (EUtN) na eficiéncia no uso de N (EUN) em alto e baixo N

Caractere Logaritmo Dose de N RyXi SilSyi Contribuicéo %o)
EUN Y
EUIN X1 AN 0,7948 0,9858 78,35

BN 0,7417 1,0229 75,87
EAbN X2 AN 0,3222 0,5843 18,82

BN 0,3041 0,7166 21,79

ryxi: coeficiente de correlagdo entre Y e Xi; Syi: desvio padréo para Xi e Yi, respectivamente.

4.4. Correlacdes fenotipicas e analise de trilha
Em baixo N, houve correlacdes significativRs 0,1) entre EUN e FF, FM, PHE,

SPAD, AP, DE, CE, NGE, EAbN e EUtN (Tabela 3). J4 em alto N, as correla¢des entre
EUN foram significativasH< 0,1) com FM, FF, SPAD, AP, AE, NNBE, CE, NGE,
EUtN e EAbN. Nos dois ambientes, as Unicas correla¢cdes negativas e significativas
(P<0,01) com a EUN foram FM e FF, que variaram de -0,42 a-0,54. As correlacdes dos
caracteres secundarios com a EUN, que foram significatRe® L) somente em um
ambiente, alto ou baixo N, foram PHE e DE, em baixo N, e AE e NNBE, em alto N. Os

resultados de correlacdo sao importantes para o melhoramento, visto que, pela avaliagéo
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e selecdo de plantas por caracteres correlacionados com a EUN, podemos selecionar
indiretamente plantas mais eficientes no uso de N, sem necessidade de fazer

quantificacbes de N na planta e no grédo. Isso pode acelerar os ganhos com

melhoramento.

Atencao especial deve ser dada as correlagbes entre a EUN e os florescimentos
(FF e FM). Percebe-se que linhagens mais precoces foram mais eficientes no uso de N.
Como os hibridos atuais sdo precoces, os genes para melhor EUN podem ser
selecionados juntamente com precocidade. Com isso, gendtipos mais precoces podem
ser O6timas fontes de genes favoraveis a EUN. Outro fato interessante é que a selecao
indireta com base no PHE e DE s6 pode ser feita para EUN em baixo N. Em contraste, a
selecdo com base na AE e NNBE somente é aconselhavel, com base nos resultados
encontrados, em ambientes de alto N, pois nesses ambientes houve correlacdes
significativas.

Observou-se correlagdo negativa significativaQ,05) entre a EAbN e a EUtN
nos dois niveis de N (Tabela 3). Segundo Do Vale et al. (2012), as plantas de milho nos
estadios iniciais de desenvolvimento provavelmente absorvem melhor os nutrientes que
utiizam, o que torna a EAbN o0 componente mais importante nesses estadios.
Entretanto, com o decorrer do desenvolvimento, 0 componente da utilizacdo tem sua
eficiéncia aumentada em detrimento da absorcdo. Assim, tanto em estagios iniciais
como nos mais avancados, 0s componentes primarios de uso de nutrientes nao
apresentam proporcionalidade. Gallais e Hirel (2004) encontraram resultados parecidos
em milho e comentaram que este fen6meno pode ser devido a trés fatores: atividades
dos transportadores e das enzimas envolvidas na assimilacdogde Ncorrem em
proporcdes diferentes; degradacdo de proteinas na folha, que contribuem,
adicionalmente, para a produca&anaior utilizacdo de N quando a absorcédo é menor ou
nula. No presente trabalho, foi constatado gueraz&do da elevada correlagéo entre a
EUN e EUtN nas duas disponibilidades de N (0,78 e 0,70 em alto e baixo N,
respectivamente), as diferencas genéticas quanto a EUN foram decorrentes, em sua
maior parte, da EUtN.

Com excecgao do componente primario da EUN, a EUtN, a mais alta correlagédo
encontrada entre os caracteres secundarios e a EUN foram com NGE. As correlacdes
foram 0,60 e 0,47em baixo e alto N, respectivamente (Tabela 3). Estes resultados séo
muito importantes, pois, segundo Echart et al. (2013), o componente que mais se
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7

correlaciona positivamente com PG € NGE. Como na cultura do milho o mais
importante sdo altas produtividades de gréos, € muito importante a identificagdo de
caracteres que, além de se correlaciemacom a EUN, também se correlacionem

positivamente com PG.
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Tabela 3. Estimativas de correla¢des fenotipicas entre caracteres relacionados ia efeciésacde nitrogénio, avaliados em 64 linhagens de milho tropical
em alto (acima da diagonal) e baixo N (abaixo da diagonal). Estimativas de corrda@peEsarman entre oS mesmos caracteres avaliados em alto e baixo
N sdo apresentadas na diagonal

Caracteres FM FF PHE SAPAD AP AE NNBE NNAE DE CE NFE NGE PG P1000 EAbN EUIN EUN
FM 0,91 %+* 0,90*** -0,17*  -0,09 -0,01s 0,13* 0,21* -0,13s -0,25** 0,02 -0,02's -0,21* -0,43*** -0,12s -0,14s -0,36*** -0,43***
FF 0,90*** 0,84*+* -019* -0,16% -0,06's 0,08 0,18 -0,09's -0,20 0,08 0,08 -0,25** -0,54** -0,10% -0,11 -0,50%** -0,54%*
PHE -0,13% -0,14s 0,51***  -0,02* -0,02's -0,03s -0,15% 0,02 -0,14% -0,17s -0,17s -0,20 0,08 -0,09 0,08 0,04 0,08
SPAD 0,01s 0,04 -0,01s 0,62*+* 0,18¢ 0,18¢ 0,13* 0,07 0,118 -0,06" 0,02 0,18* 0,22* -0,08% 0,168 0,13* 0,22*
AP -0,03s -0,01s 0,03* -0,09's 0,89%** 0,78*** 0,437*  0,27* 0,21* 0,35%* 0,00 0,27* 0,38*** 0,12 0,31+ 0,22* 0,38***
AE 0,14 0,09 0,14 -0,118 0,76*** 0,88*** 0,76  -0,08' 0,08 0,18% 0,08 0,29** 0,29** -0,06% 0,18 0,21 0,29**
NNBE 0,20 0,18% 0,09 -0,19' 0,38*** 0,71%* 0,79**  -0,08" 0,18 0,18 0,20 0,24* 0,23* -0,02' 0,14 0,17 0,23***
NNAE -0,29** -0,14s -0,01s -0,04s 0,32** 0,01 0,03 0,87*** 0,16 0,06 0,14 0,16" 0,12 -0,06% 0,10 0,08 0,12
DE -0,26** -0,18% -0,14s 0,23* 0,01 -0,17s -0,12s 0,18 0,81** 0,20 0.42%*  0,24* 0,18* 0,57%* 0,50*+* -0,13s 0,18
CE -0,03* 0,01 -0,18 0,21* 0,22* 0,03 -0,18 -0,17s 0,12 0,59*+  -0,01"s 0,29** 0,35%** 0,18 0,42%* 0,08 0,35%**
NFE -0,22* -0,14 0,16" 0,07 -0,08'® 0,08 0,25** 0,19% 0,46**  -0,16" 0,80***  0,49%** 0,03 -0,04' 0,08 0,00 0,03
NGE -0,40%* -0,37%* 0,17 0,18 0,29~ 0,28** 0,18 0,18 0,30** 0,32* 0,47**  0,60*** 0,47*+* -0,34%* 0,32%+* 0,28** 0,47%*
PG -0,42%* -0,45%* 0,25** 0,33*** 0,26** 0,16% 0,01s 0,08 0,21 0,32%** 0,20 0,60*** 0,70%** 0,14 0,32** 0,78*** 1,00%+*
P10®@ -0,110 -0,04¢ -0,07s 0,14 0,01 -0,70** -0,25** 0,00 0,55  0,21* -0,14 -0,18' 0,18% 0,78*** 0,24* -0,08' 0,14
EAbN -0,09 0,00 -0,118 0,45%+* 0,10 0,07 -0,15% -0,17s 0,20 0,48+  -0,10% 0,22* 0,34*+* 0,33*** 0,08® -0,31** 0,32**
EUtN 0,37 -0,43*** 0,34**  -0,03 0,18% 0,12 0,18 0,19% 0,08 -0,12s 0,27** 0,42%** 0,70%** -0,11s -0,40%** 0,49*** 0,78***
EUN -0,42%* -0,45%* 0,25** 0,33*** 0,26** 0,16 0,01s 0,08 0,21* 0,32%** 0,20 0,60*** 1,00%+* 0,18+ 0,34%* 0,70*** 0,70%**

FM, florescimento masculino (dias); FF, florescimento feminino (dRIHE, peso hectolitro (g); SPAD, teor de clorofila 15 dias apés o FRaliiPa de planta (cm); AE, altura de espiga (cm); NNBE, nimendslabaixo da espiga superior;
NNAE, nimero de nés acima da espiga superior; DE, diametro de espiglCE, comprimento de espiga (cm); NFE, nimero de fileiragates na espiga; NGE, numero de grdos na espiga; PG, produtig@adios (kg h4; P1000, peso
de mil gréos (kg); EAbN, eficiéncia de absorgdo de N (k§;k§UtN, eficiéncia de utilizagdo de N (kgKg EUN, eficiéncia de uso de N (kgKg ns, ndo-significativo; *, ** e *** significativo em P< 0,1, P<0,05 €0R01 de probabilidade,
respectivamente.
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Os coeficientes de correlacdo, apesar de serem de grande utilidade na
qguantificacdo da magnitude e direcdo das influéncias de fatores na determinagédo de
caracteres complexos, ndo dao a exata importancia dos efeitos diretos e indiretos destes
fatores. Estes estudos sobre o desdobramento das correlacfes séo feitos pela analise de
trilha, que consiste no estudo dos efeitos diretos e indiretos de caracteres sobre um
carter principal, cujas estimativas sdo obtidas por meio de equacdes de regressao
(Wright, 1921). Diante disso, foi feita uma analise de trilha com uma cadeia para cada
nivel de N. Nesta andlise, carter principal foi EUN, e outros 13 caracteres
agrondmicos foram considerados caracteres explicativos (Tabelas 4 e 5). Nos dois
ambientes, é perceptivel que h& muita diferenca entre correlagéo total do erarater
estudo com EUN e o seu efeito direto sobre o carater principal. A principal vantagem da
analise de trilha é a decomposicéo dos coeficientes de correlacdo fenotipicos em efeitos
diretos e indiretos, evidenciando a relagdo de causa e efeito entre os caracteres (Mundim
et al., 2013a). FM teve correlagcéao de -0,42 e -0,43, em baixo e alto N, respectivamente.
No entanto, os efeitos diretos de FM foram de 0,20 em ambos os ambientes. Houve uma
inversado dos efeitos, pois mesmo FM sendo correlacionado negativamente com EUN, o
seu efeito direto foi positivo. @arater que mais contribuiu indiretamente para a EUN
via FM foi FF: -0,435 e - 0,584, em baixo e alto N, respectivamente. Assim, para
selecionar linhagens via FM, é importante que se tenha aten¢do no FEamat®mode
selecdo, mesmo porque FF também teve correlacdo alta e negativa: -0,45 e - 0,54, em
baixo e alto N, respectivamente.

Diferentemente do FM, o FF teve um alto e negativo efeito direto. Os valores
foram -0,483 e -0,649, em baixo e alto N, respectivamente. O efeito indireto de FM via
FF para a EUN foi de 0,180, em ambos os ambientes. Em baixo N, SPAD teve
correlacéo de 0,330 com EUN, e o seu efeito direto foi 0,271. Em contraste, em alto N,
SPAD teve correlagdo de 0,220 com EUN, e o seu efeito direto foi de 0,090. Esses
resultados mostram que a selecao pelo SPAD so6 sera eficiente para obter genotipos com
maiores EUN em baixo N, pois em alto N o efeito direto de SPAD na EUN é muito
baixo. WU et al. (2011) avaliaram 189 linhagens de milho, em alto e baix® N,
encontraram diretos de SPAD sobre EUN de alta magnitude, em ambiente de baixo N.

Os coeficientes de determinacdo nos dois ambientes tiveram valores razoaveis
para as variaveis em estudo. Os valores foram de 0,597 e 0,651, para baixo e alto N,

respectivamente. Nos dois ambientes, o carater que teve a maior correlacdo positiva
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com EUN foi NGE 0,6 e 0,47, em baixo e alto N, respectivamente. Além de ter alta
correlacao total, NGE também teve alto efeito direto com EUN: 0,418 e 0,447, em
baixo e alto N, respectivamente. Estes resultados estdo consonantes com Wu et al.
(2011), que encontraram, por meio da analise de trilha, que NGE tem o maior efeito
direto positivo na EUN. Echart et al. (2013), em uma revisdo sobre o0s caracteres
envolvidos na determinagdo de produtividade de grdos em milho, chegaram a concluséo
gque NGE é o principal componente de produtividade de grdos em milho e esta
fortemente associado com a EUN. No melhoramento de milho para EUN, é necessério,
também, que se pense na produtividade de grdos. No fim de um programa de
melhoramento de milho, € preciso que se desenvolvam cultivares produtivas, pois o

principal objetivo € a produtividade, que, de fato, levara a ganho econémico.
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Tabela 4. Efeitos diretos e indiretos estimados envolvendo a variavel dependente efiei@msmade nitrogénio (EUN, kg Kge 13 caracteres
agrondmicos como variaveis explicativas, avaliados em 64 linhagens de milho tropical em baixo ni\ogjé&hemitr

Caréater Efeito de L
A e Caracteres explicativos
principal associacéo
FM FF PHE SPAD AP AE NNBE NNAE DE CE NFE NGE P1000
EUN Direto 0,201 -0,484 0,127 0,271 0,212 -0,084 0,034 -0,031 -0,236 0,101 0,123 0,418 0,300

Indireto via FM 0,180 -0,026 0,002 -0,006 0,028 0,040 -0,058 -0,052 -0,006 -0,044 -0,080 -0,022

Indireto via FF

-0,436 0,068 -0,019 0,005 -0,044 -0,087 0068 0,087 -0,005 0068 0,179 0,019

Indireto via PHE -0,017  -0,018 0,001 0,004 0018 0011 -0,0013 -0,018 -0,020 0,020 0,022  -0,009

Indireto via SPAD 5003 0,011 -0,003 0,024 -0,030 -0,052 -0011 0062 0057 0019 0049 0,038

Indireto via AP -0,007 -0,002 0,006 -0,019 0,161 0080 0068 0002 0,047 -0013 0,061  -0,002

Indireto via AE -0,012  -0,008 -0,012 0,009  -0,064 -0,059 -0,001 0014 -0,003 -0,005 -0,023 0,023

Indireto viaNNBE 5 507 0,007 0,003 -0007 0013 0,024 0,001  -0,004 -0,006 0009 0,006  -0,009

Indireto viaNNAE 5910 0,004 0,000 0,001 -0,010 0,000 -0,001 0,005 0,005 -0,006 -0,006 0,000

Indireto via DE 0,062 0,043 0,033 -0,054 -0,002 0,040 0,028 -0,035 0,028 -0,109  -0,071  -0,130

Indireto via CE 0,003 0,001 -0,016 0021 0022 0003 -0016 -0,017 0,012 0,016 0,033 0,021

Indireto via NFE 0,027 -0017 0020 0009 -0,007 0007 0031 0023 0056 -0,020 0,058  -0,017

Indireto via NGE -0,167 -0,155 0,071 0075 0121 0117 0075 0075 0125 0,134 0,197 -0,063

Indireto via P1000  -0,033  -0,012 -0,021 0,042  -0,003 -0,081 -0,075 0,000 01165 0,063  -0,042  -0,045

Total -0,420 -0450 0250 0,330 0,260 01160 0010 0080 0210 0320 0200 0,600 0,150
Coeficiente de determinacéo 0,597
Efeito da variavel residual 0,635

FM, florescimento masculino (dias); FF, florescimento femininas{diPHE, peso hectolitro (g); SPAD, teor de clorofila 15 dias apds @/, altura de planta (cm); AE, altura de espiga (cm); NNiEnjero de nds abaixo da espiga
superior; NNAE, nimero de nds acima da espiga superior; DE, dédee&spiga (cm); CE, comprimento de espiga (cm); NFE, nimereidasfitle grdos na espiga; NGE, nimero de gréos na espiga; P10@ mélsgréos (kg).
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Tabela 5. Efeitos diretos e indiretos estimados envolvendo o carater dependedrei&fae uso de nitrogénio (EUN, kg*ge 13 caracteres
agrondmicos como caracteres explicativos, avaliados em 64 linhagens de milho tropical em alto nivel de nitrogéni

Caréater Efeito de C
A e Caracteres Explicativos
principal associacéo
FM FF PHE SPAD AP AE NNBE NNAE DE CE NFE NGE P1000
EUN Direto 0,203 -0,649 0,111 0,090 0,170 -0,200 0,309 0,030 -0,320 0,213 -0,028 0,448 0,381

Indireto via FM 0,183  -0,035 -0,018 -0,002 0,026 0043  -0,026 -0,051 0,004  -0,004 -0,043 -0,024

Indireto via FF

-0,584 0123 0,104 0039 -0033 -0,117 0058 0130 -0,052 -0,039 0,162 0,065
Indireto via PHE 0,019 -0,021 0,002 -0,002 -0,003 -0017 0002 -0,016 -0,019 -0,019 -0,022  -0,006
Indireto via SPAD 0,008 -0,015  -0,002 0016 0016 0012 0006 0010 -0,005 0002 00163 -0,005
Indireto via AP 0,002 -0,010 -0,003 0,031 0,132 0073 0046 0,036 0,059 0,000 0,046 0,020
Indireto via AE -0,026 -0,010 0,006  -0,036 -0,156 0,152 0,016  -0,016 -0,036 -0,016 -0,058 0,012
Indireto via NNBE 0,065 0056 -0,046 0040 0,133 0,235 0,019 0046 0050 0062 0074  -0,006
Indireto via NNAE 0,004 -0,003 0001 0,002 0008  -0,0024 -0,002 0,005 0,002 0004 0005  -0,002
Indireto via DE 0,080 0064 0045 -0035 -0,067 -0,026 -0,048 -0,051 -0,064 -0,134  -0,077  -0,182
Indireto via CE 0,004 0,017 -0,036 -0,013 0074 0038 0034 0013 0,043 0,002 0,062 0,038
Indireto via NFE 0,001 -0,002 0,005 -0,00L 0,000 -0,002 -0,006 -0,004 -0,012 0,000 0,014 0,001
Indireto via NGE 0,094 -0,112 -0,000 0,081 0121 0130 0,107 0072 0107 0130 0,219 0,152
Indireto via P1000 0,046 -0,038 -0,019 -0,023 0046  -0,023 -0,008 -0,023 0217 0069 -0015 -0,130

Total 0,430 -0540 0,060 0220 0,38 0290 0230 0120 0180 0,350 0030 0470 0,140
Coeficiente de determinacéo 0,651
Efeito da variavel residual 0,5907

FM, florescimento masculino (dias); FF, florescimento feminino YdRISE, peso hectolitro (g); SPAD, teor de clorofila 15 dias ap6s 8 FRltura de planta (cm); AE, altura de espiga (cm); NNBE, nuicends abaixo da espiga superior
NNAE, nimero de nés acima da espiga superior; DE, diametro de éspigaCE, comprimento de espiga (cm); NFE, nimero de fileiragsaes na espiga; NGE, nimero de gréos na espiga; P1000, peso d®snikgy.
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5. CONCLUSOES

Ha variabilidade genética entre as linhagens de milho tropical para caracteres
relacionados a EUN.

As linhagens eficientes no uso de N em alto N séo L6, L10, L16, L17, L21, L28,
L40, L50 e L60. As linhagens eficientes em baixo N sédo L21, L27, L28, L38, L43 e
L63. As linhagens 21 e 28 se destacam por serem eficientes em ambos os niveis de N.

A eficiéncia de utilizacdo de N contribui com mais de 75% da variacéo para EUN,
independentemente do nivel de N.

A diferenca de disponibilidade de N no solo influencia o padréo de agrupamento
das linhagens de milho pela divergéncia genética.

O cardter numero de graos por espiga esta fortemente associado com EUN e pode
ser utilizado como um carater secundario na selecéo de linhagens de milho eficientes no

uso de N.
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