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RESUMO

TORRES, Livia Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Videsareiro de 2017.
Caracterizacao de linhagens endogamicas de milho tropical para morfologia de
raiz e eficiéncia nutricional em condicdes contrastantes de nitrogénio.
Orientador: Rodrigo Oliveira de Lima. Coorientadéabyano Fonseca e Silva.

A adubagado nitrogenada tem sido um fator impulsionador doergomde
produtividade das lavouras de milho, entretanto, esta grétittural realizada de
forma excessiva € apontada como causa de impactos ambergasndémicos.
Muitos programas de melhoramento genético de milho béstado identificar
cultivares mais eficientes no uso de nitrogénio (N), qodyzem mais com menos
N. A eficiéncia no uso de N é obtida a partir de doispmmantes, a eficiéncia na
absorcao e utilizacdo de N. Na literatura, muitos trabadliosuem aos sistemas
radiculares superiores maior eficiéncia na absorcadoutleemes A presenca de
variabilidade genética para caracteres de morfologiaadge e componentes da
eficiéncia no uso de N em linhagens de milho pode ser exjalaom a finalidade de
selecionar materiais mais adaptados a solos tropaaig, predominam a ocorréncia
de seca e de baixa fertilidade natural. No capitulo 1, unelpde 150 linhagens
endogamicas de milho tropical foi caracterizado para nagito de raiz e caracteres
de parte aérea em estadio de plantulas. No capitulo Baimel de 64 linhagens foi
caracterizado para eficiénama absorcéo e utilizacdo de N em condi¢cdo de campo.
Em ambos os experimentos, as linhagens foram avaliadesreligdes contrastantes
de N. Parametros genéticos foram estimados com o ab¢ivse obter um maior
conhecimento sobre o germoplasma em questdo. Os painéinldgens
endogamicas de milho tropical apresentaram variabilidade tiggngara o0s
caracteres avaliados, e, portanto, tém potencial paren sdiizados para fins de
melhoramento genético. Linhagens promissoras foram fidadfis para caracteres
de raiz e para eficiéncia nutricional de N, nos capdtdl e 2, respectivament&s
informacdes obtidas no presente trabalho servirdo cbase para orientar o
planejamento de cruzamentos entre as linhagens visanoieric@o de hibridos de

milho mais eficientes no uso do N.



ABSTRACT

TORRES, Livia Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigeebruary, 2017
Characterization of tropical maize inbred lines for root morphology and
nutritional efficiency in contrasting nitrogen conditions. Advisor: Rodrigo
Oliveira de Lima. Co-Advisor: Fabyano Fonseca e Silva.

Nitrogen fertilization has been a driving factor for g&sed productivity of maize
crops. However, this cultural practice performed excelgsisendicated as the cause
of environmental and economic impacts. Many maize breedingrgrs have
sought to identify more efficient cultivars in the usen@éifogen (N), which present
high yields under low N conditions. The N use efficiensyobtained from two
components, N uptake and N utilization efficiencies. Inliteeature, many studies
attribute to superior root systems the higher efficiencynatrient uptake The
presence of genetic variability for root morphology traitel & use efficiency
components in maize inbred lines can be explored in eodselect materials more
adapted to tropical soils, where the occurrence of drought anahdtural fertility
predominate. In chapter 1, a panel of 150 inbred lines of #bm@ize was
characterized for root morphology and shoot triaitseedling stage. In chapter 2, a
panel of 64 inbred lines was characterized for N uptake eftigiand N utilization
efficiency under field conditions. In both experimentie inbred lines were
evaluated in contrasting conditions of N. Genetic parametere estimated in order
to obtain a better knowledge about the germplasm in questi@npanels of tropical
maize inbred lines presented genetic variability for theluated traitsthus they
have potential to be used for breeding purposes. Promisimged lines were
identified for important root traits and for N uptake and wiian efficiencies in
chapters 1 and 2, respectively. The information obtaine¢deipresent work will be
used to guide the planning of crosses among the inbred lines aimiofgtain

efficient maize hybrids in N use.
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1. Introducao Geral

O nitrogénio (N) € o nutriente consumido em maior quantidetie quitura
do milho. Devido a grande exigéncia nutricional dessa cutiglas os anos milhdes
de toneladas de fertilizantes nitrogenados sao adicionadssl@a com intuito de
obter alta produtividade de grdos. A adubacao nitrogenadxasse, além de ser
uma pratica cultural de custo elevado aos agricultoretyéim € apontada como
causa de uma série de impactos ambientais como a corgamin® solo e
eutrofizacdo de rios e lagos. Cultivares de milho quesaptem altas produtividades
em condic¢des de baixo N no solo s&o importantes nestexto, €ém sido alvo de
varios programas de melhoramento, especialmente parg@esde solos tropicais,
nos quais predominam a ocorréncia de seca e de baixaeitiinatural.

Uma das estratégias para a manutencdo e aumento da prodatidias
culturas envolvendo menores impactos econdmicos e aaibi€éna utilizacdo de
materiais genéticos melhorados por meio de sistemasulamddis superiores e
eficientes na absorcdo de nutrientes. Sistemas ragisuvigorosos, estendidos e
bem distribuidos exploram um maior volume de solocomsequentemente, podem
vir a ser mais eficientes na absorcéo de nutrientesrasne\ variacdo genética de
caracteres de raiz € essencial a adaptacao de esmgaéasis/as condicbes adversas
do meio ambiente, como déficit hidrico e nutricional.

A presenca de variabilidade genética para caracteres delag@fde raiz e
componentes da eficiéncia no uso do N (eficiéncia na a@mseraqtilizacdo de N) em
milho pode ser explorada com a finalidade de selecionéerisia com maiores
capacidades de absorcdo de N e mais adaptados a solos trépieaacterizacdo do
sistema radicular geralmente tem sido feita em estddioplantulas, devido a
dificuldade de mensuracédo dos caracteres radicularestadios mais avancados de
desenvolvimento da planta, bem como o aumento da complexdtadastema
radicular nestes estadios e da importancia dos cezactaliculares para absorcéo de
nutrientes em fase de plantula. Enquanto as avaliacodgidaaa do uso de N e
seus componentes usualmente sédo feitas em condicfes pe, qamn representar
melhor a realidade, as interacbes com o ambgat@ariacdo destes caracteres.

O Programa Milho®, Programa de Melhoramento de Milho da Usidade
Federal de Vigosa, vislumbra potencial na identificacaselecdo de linhagens

superiores para caracteres de morfologia de raiz, albsergélizacdo de N, e tem
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concentrado seus esforgos nesta linha de pesquisa. Otprasdalho envolve a
discusséo de dois experimentos, em ambos um painglhdgens endogamicas de
milho tropical foi caracterizado em condi¢des comamrates de NNo Capitulo 1, um
painel de 150 linhagens foi caracterizado para morfologisaideer caracteres de
parte aérea em estadio de plantulas e também foideit@studo da diversidade
genética. No Capitulo 2, um painel de 64 linhagens foi earzatio para eficiéncia
de absorcéo e utilizacdo de N em condicdo de campo e untorbagesiano multi-
caracteristico multi-ambiente foi proposto para a ama@liss dados. Das linhagens
estudadas em ambos os capitulos, 42 linhagens em comueraastpresentes nos
dois experimentos. Os objetivos destes trabalhos foematterizar fenotipicamente
e quantificar a variabilidade genética em painéis de linhapgares importantes
caracteres para o uso eficiente de N na pla@m elegadiculares bem como de
parte aérea, e também avaliar a relacéo entre estetares. Parametros genéticos
foram estimados com a finalidade de se obter um maioreconénto sobre o
germoplasma em questdo. Este conhecimento servira case para orientao

planejamento de cruzamentos entre as linhagens.

2. Referencial Tedrico
2.1. A Cultura do Milho

A planta de milho é originaria do continente Americanastindo evidéncias
gue sua domesticacdo tenha se iniciado a mais de 10.000teasyspar antigas
civilizacbes que habitavam a regido onde atualmente sitoaMéxico. Quando
comparado com o0 teosinto, sua espécie ancestral, o milleo conhecemos
atualmenteypresenta grandes diferencas, como espigas maiores,quaiatidade de
graos, menor dispersao natural dos graos uma vez queestBesderidos a espiga e
protegidos pela palha, além de menor perflhamento da plaxiate grande
variedade de cultivares de milho, com lavouras estabatecgids mais variadas
condicbes de clima, manejo e nivel tecnoldgico. Exisgembtipos adaptados ao
cultivo comercial desde a latitude®@8 até 40 S, do nivel do mar até 3800 metros
de altitude (PATERNIANI, 1995), nas mais variadas condic&eslicha e época de
cultivo (MORO e FRITSCHE-NETO, 2015).

Juntamente com trigo e arroz, o milho € um dos ceraais plantados e
consumidos mundialmente. O principal componente do graam émido
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(FORNASIERI FILHO, 2007), importante fonte energética. Devido smas
caracteristicas nutricionais, ele é extensivamenligadtd na alimentacdo humana e
animal, além disso, também é utilizado direta ou indireteencomo matéria-prima
para diversos produtos em varios segmentos da industria. Segstimdativas do
USDA (2016), a safra mundial de milho, 2015/2016, alcancara uma producdo de
959,14 milhdes de toneladas, com area total plantada de 177,4ésnith@ectares e
produtividade média de 5,41 toneladas por hectare. O Bpasienta posicdo de
destaque neste cenario, uma vez que € o terceiro pnagutor mundial e o segundo
maior exportador. Segundo a Companhia Nacional de Abast@oinf€EONAB
2016) a producdo de milho da safra brasileira, 2015/2016, alcancara 66,98anilhd
de toneladas em uma area plantada de 15,92 milhdes de heotarpsodutividade
média de 4,21 t ia No Brasil, foi observada uma reducdo na producéo de milho na
safra 2015/16 em relagdo a safra 2014/2015 devido as intempériesicabma
especialmente na segunda safra, que foi marcada por umadge em momentos
criticos para a planta de milho. A produtividade média brasieconsiderada baixa
em comparacdo a outros paises. Por exemplo, nos Edtiitbosa produtividade
média é de 10,57 t ha Algumas dentre as principais razfes para essa baixa
produtividade de grdos sdo a ocorréncia de solos com batitddde natural
associadoao baixo nivel tecnolégico adotado pelos agricultorescaréncia de
intempéries climaticas e o baixo investimento em featilies, principalmente

nitrogenados.

2.2. Eficiéncia no Uso de Nitrogénio e Morfologia de Raiz

Extensivas areas de plantio de milho no mundo séo addts/em condicdes
de solos tropicais, nos quais predominam a ocorrénciacdecsge baixa fertilidade
natural, principalmente de nitrogénio (N) e foésforo. O N étoenie absorvido em
maior quantidade pela cultura do milho. Ele é constituiateminoacidos, proteinas,
enzimas e acidos nucléicos e, além disso, esta adsaciprocessos fisioldgicos de
fotossintese, respiracdo e absorcéo ibnica (TAIZESER, 2010). Na cultura do
milho, ele é necessario desde os estadios fenoloigictas de desenvolvimento da
planta até a fase de enchimento de graos (BASSO e CEREDU0; ANDRADE
et al., 2003). O sintoma de deficiéncia de N inicia nas folk&s welhas de milho,
devido & mobilidade do nutriente na planta, observado emafde "V" invertido ao
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longo da nervura principal e, usualmente, deformacbes na m@a%aespigas
(MALAVOLTA et al., 1997). Estima-se que para cada 6Chkj de grdos de milho
produzidos s&o necessarios 1 kg da N no solo. A grande maioria dos cultivares
comerciais atuais de milho foi desenvolvida com foco erdytividade de gréos em
condicbes de alta fertilidade. Assim, todos os anos0sslhde toneladas de
fertilizantes nitrogenados sdo adicionados ao solo pamntgao crescimento e
desenvolvimento da cultura do milho, com intuito de oblr grodutividade de
graos.

A producéo industrial de adubos nitrogenados requer alta demzatdgtica
com a utilizacdo de grandes quantidades de combustivesisf6€s custo dos
principais fertilizantes nitrogenados tem aumentado deaf@xpressiva nos ultinso
anos (USDA, 2016), o que tem tornado a adubacdo nitrogenada umaatilzess pr
culturais mais onerosas, caracterizando-a como um&gde alto investimento e
arriscada, uma vez que 0 preco pago pela saca de milhordpreseilacbes de uma
safra para outra, podendo ocorrer um desequilibro entre @pstogcionais e receita
bruta. Além disso, a aplicacdo de fertilizantes nitrogesaem excesso tem sido
apontada como causa de impactos ambientais e desequilibresossistema e é
considerada potencialmente poluente ao meio ambienteéSER et al., 2013;
BORDISKY et al.,, 2014). A qualidade da agua de lencdis freaticos pede
comprometida pela contaminacdo por N proveniente de femtiligae esse pode
causar contaminacéo do solo e eutrofizacao de raggos.|

Dessa maneira, uma alternativa para a manutencdo entunda
produtividade das culturas com menor impacto sobre os deta®ducdo e 0 meio
ambiente € a utilizacdo de materiais genéticos melhonaolosneio de sistemas
radiculares superiores que tenham uma melhor efieiérciabsorcdo de nutrientes
minerais, especialmente em ambientes de baixa dispondglidasses. Com o
desenvolvimento de cultivares superiores em morfologia deespera-se obter
maiores produtividades com menores doses de adubacdo malage, assim
reduzir os custos e tornar o processo produtivo mais saabént

Moll et al. (1982) definiram eficiéncia no uso do N (EUN)mco
produtividade de grdos por unidade de N disponivel a planta no AddJN é
constituida por dois componentes: a eficiéncia na alisalgdN (EADbN), que é a
capacidade da planta em absorver N, e a eficiéncia nzagéib (EUtN), que é a
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eficiéncia com que o N absorvido é utilizado para produzir gifasses autores
avaliaram oito hibridos de milho em experimentos de campdogmiveis de N e
encontraram que, em baixa disponibilidade de N, a variagd&UN contribuiu

mais para a EUN e em condicdo de alto N, a variac&Abal contribuiu mais para
diferenciacdo dos hibridos para EUN, apresentando cdieslag efeitos diretos
superiores.

Fernandes et al. (2005) avaliaram seis hibridos de milhogfiai@ncia no
uso de N em varias doses de N. Segundo os autores, a &ig@ncso de N
diminuiu quando se aumentou a doseNdeCoque e Gallais (2007) avaliaram uma
populacdo de linhagens recombinantes avaliadas em testausslas com uma
linhagem testadora, e estudaram a variacdo genética pamgohilizacdo de N e a
absorcao de N pés-florescimento. Eles concluiram queehmavor variagdo para a
absorcao de N pos-florescimento do que para a remobilidecBlp apesar da grande
contribuicéo para os graos de N pela remobilizacao.

Worku et al. (2007) avaliaram em seu experimento a absergéiizacao de
N e a interacdo genotipos x ambientes (GXE) de 16 hibridosilde tropicais na
Africa. Os hibridos foram avaliados sob condi¢do de banédgio e alto N. Seus
resultados apresentaram a relevancia das interacdesp&@a a produtividade de
graos no milho tropical a medida que a intensidade dessstpor N aumenta.sO
autores também identificam alguns hibridos que apresentaram altas produtividades
sob alto e baixo N. Na conclusdo do trabalho, ol#ivelque a absorcdo pos-
florescimento de N e a utilizacdo de N apresentaram ceatis de correlacao linear
elevados e positivos com a produtividade de grdos sob éondie baixo N,
enquanto que a absorcdo de N antes da antese foi de ptawéamaia. Segundo
Gallais e Hirel (2004), genes responsaveis pelo controldida@neia no uso de N
sdo expressos de acordo com a disponibilidade do nutrientpla@ta
Consequentemente, a magnitude da variabilidade genética € statdfe
diferentemente nos ambientes contrastantes.

Raun et al. (1999) relataram que a eficiéncia no uso de Nilho nao
ultrapassa os 50%, pois € prejudicada por varios procdsspserda de N como a
lixiviacdo de nitrato, volatilizacdo da aménia, denitrif@a e competicdo com a
microbiota do solo. Dessa forma, umas das estratégiasapeentar a eficiéncia no
uso de N em milho é melhorar a eficiéncia na absorcaodteddlo com um sistema
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radicular mais eficiente, o que envolve o aumento da dajeerédicular e maiores
emissdes de raizes laterais (HODGE, 2004). As raizes dedeanmpefuncdes
essenciais, como absorcdo de nutrientes e agua, alésarelen sustentacdo as
plantas. O habito de crescimento do sistema radiculamilao é superficial,
entretanto, o comprimento do sistema radicular podeiratitgy trés metros; fatores
como pH, umidade do solo e compactacao influenciam a profaadida raizes
(MAGALHAES et al., 1995).

A variacdo genética para caracteres de raiz € essencalaptacdo de
espécies vegetais as condicdes ambientais advessas, por exemplo, déficit
hidrico e nutricional (MANAVALAN et al., 2011). Diversos estgdelatam que a
extensdo e a natureza da variacdo da arquitetura rad@&mlaubstancial implicacéo
na melhoria da eficiéncia do uso de nutrientes e agua hasasye esta relacionada
ao aumento da produtividade em condicdes de estresse af@HtiN et al., 2005;
TIAN et al., 2006; DORLODOT et al.,, 2007; GARNETT et al., 2009). Htbres
gue apontam que o melhoramento de raizes tem sido proposbouen fator chave
em uma “segunda revolu¢do verde” para aumentar o rendimento das culturas e
eficiéncia no uso de recursos como agua e nutrientes () 2015).

O conhecimento da diversidade genética do germoplasma dispénde
fundamental importancia para orientar cruzamentos @jplaento de programas de
melhoramento genético (LI et al., 2004). A diversidade aenfalogia de raiz pode
ser explorada no sentido de melhorar a eficiéncia del@iswtrientes em situacoes
de estresses abidticos (BARBER, 1994; GREGORY, 1994). A qtisie da
morfologia radicular pode desempenhar um importante papehgoésicdo de
nutrientes (LIU et al., 2009). Segundo esses autores, em, @dlplantas respondem
a deficiéncia de N com aumento da razéo raiz: parte agwagrimento total de
raizes, alongamento de raizes axiais individuais e doimrsto de raizes laterais,
mas com reducdo no numero de raizes axiais.

Quanto a densidade do tecido radicular, alguns estudos demamstiae
tecidos menos densos permitem uma taxa de crescimelatovar rapida e uma
aquisicdo de recursos rapida enquanto a planta se desenwoiveurn baixo
investimento em matéria seca (RYSER, 1996; RYSER e LAMBHRS5; WAHL
e RYSER, 2000; BIROUSTE et al., 2014). Entretanto, esses tdeiddsm a term
curto prazo de vida e sdo usualmente mais vulneraveis a drébév patbgenos
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comparados com tecidos mais densos (TJOELKER et al., 20BRUBITE et al.
2014). Tjoelker et al. (2005) avaliaram variacdes em caractiereaiz e parte aérea
entre espécies e grupos de espécies. Eles encontraraapeseay, de diferentes vias
fotossintéticas e habilidades de fixar nitrogénio entresggcies, foi observada
concordancia em andlises comparativas de longevidade deefodiia, o que pode
representar uma relagcdo entre caracteres, efeitos lanmagp e processos do
ecossistema. Em alguns estudos, a longevidade das ratZesegativamente
correlacionada com a concentracdo de N, taxas de agdpirespecificas e
comprimento especifico da raiz (EISSENSTAT et al., 2000).

Liu et al. (2009) avaliaram duas linhagens de milho contrastapara
eficiéncia no uso de N, em condicdes de campo, em nalteise baixo de N.
Segundos esses autores, plantulas com maior comprimentaldotaiz, massa de
raiz seca e alta razao massa raiz: parte aérea ssicesp@onsivas a deficiéncia de N.
Em outro trabalho, Chun et al. (2005) avaliaram 21 hibridosiltle e os 7 parentais
em condicdes de alto e baixo N e encontraram quesaantie raiz seca € maior em
baixos niveis de N, enquanto a massa de parte aérea € Beguondo esses autores,
isso pode acontecer devido ao fato de que a massa de caizdspende da
translocacdo de assimilados da parte aérea para raiz, enguestresse nutricional
causado pelo N a planta tende a apresentar uma tipicateesigogumento do
sistema radicular por meio da superficie de absorcéo dentat

Kumar et al. (2012) avaliaram um painel de 74 linhagens de reitho
estadios de 6, 10 e 14 dias para varios caracteres dElemz/erificaram que massa
de raiz seca é significativamente correlacionada cnns/outros caracteres de raiz,
0 que indica que esse caractere pode ser utilizado na cselediieta para
melhoramento de outros caracteres de raiz. Esses agéonbém concluiram que
selecionar linhagens de milho em estadio de plantulashbas® em comprimento
total de raiz e massa de raiz seca pode ser um bom paalificiéncia nutricional e
de uso da agua com condi¢cdes de campo.

Mundim et al. (2013) avaliaram 25 linhagens de milho pipoca em dmxic
contrastantes de N e identificaram linhagens de milho pigldgergentes para
condicbes de alto e baixo N. Eles também propuseranmdiceide selecédo para a
identificacdo de linhagens eficientes no uso de N, o quallemn consideragao os
caracteres comprimento total de raiz, crescimento diaeficiéncia na absorcdo de
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N. Abdel-Ghani et al (2013) avaliaram um painel de 74 linhagensiitle em
condi¢cbes contrastantes de N, em campo e casa degZgeDs autores verificaram
gue produtividade de gréos foi positiva e significativamenteelemionada com
massa de raiz seca em condig&o de alto N.

York et al (2015) investigaram a hipotese de que, nos ultimos 1@0) @mo
meio da selecdo indireta, o sistema radicular do nallmuiu para fenotipos mais
adequados a competicao intensa por N. Os autores avaliarenttitéres de milho
gue representam variedades de sucesso comercial no sdtimio em dois niveis de
N e em trés densidades de plantio. Com o intuito de simplificaterpretacdo dos
dados, as dezesseis variedades foram divididas em quatros gidgnominados
“eras”) com quatro variedades cada. Os sistemas radicularesatkrias mais
recentes comparados com os mais antigsn 7 (em relacdo ao plano horizontal)
mais superficiaiscom o dobro da distancia entre a emergéncia da raiz eaalal
ramificagdo lateral, 14% mais de vasos de meta xjlpor@m a area total de vasos
de meta xilema permaneceu inalterada, o que pode ser deViako aa area média
individual dos vasos de meta xilema ser reduzida em 12%astiqtlade também
foi observada em regifes corticais, como 0 aerénqujo@apresentou aumento em
densidades populacionais maiores.

Mu et al. (2015) avaliaram a contribuicdo da melhoria eescimento
radicular para a eficiéncia na aquisicdo de N e producgodds sob dois niveis de
N em um experimento de campo de trés anos. Os autores h@EE@stcrosses
guase isogénicos de milho, T-213 (raiz grande) e T-Wu312 (raiz pgqdenaado
de um retrocruzamento de uma populacagi3@e dois pais (Ye478 e Wu312) com
tamanhos de raiz contrastantes. Constatou-se que a densgeladenprimento da
raiz, a area superficial das raizes e o0 peso seco ex@dafforescimento foram, em
geral, mais elevados em T-213 comparado com o T-Wu312, e quecataugiobal
do crescimento radicular no T-213 aumentou a absorcéo de-fib@Escimentoque
aumentou a producao de graos.

Zhan e Lynch (2015) testaram a hip6tese de que, em condic@asxdeN,
cultivares de milho com poucas e longas (PL) raizesalateeriam maior
alongamento axial radicular, enraizamento mais profend@ior aquisicdo de N do
gue as cultivares com muitas e curtas (MC) raizesalateOs autores avaliaram
linhagens recombinantes de milho contrastantes para numeraizds laterais e

8



comprimento, em casa de vegetacdo e no campo, entgesdie N adequadas e
sub-6timas. Em baixo N, o fendtipo PL apresentou resmracadicular
substancialmente reduzida e maior profundidade de enraizachemue o fendtipo
MC. Em experimentos de campo, em baixo N, o fendtipo resantou maior
profundidade de enraizamento, conteddo de N na parte é@tessintese foliar e
biomassa de parte aérea do que o feno6tipo MC. Os resultestestrabalho sugerem
gue o fenétipo de poucas e longas raizes laterais pode sdvaiae selecdo para a
eficiéncia da N da cultura.

Esses e diversos outros trabalhos na literatura apontarexaste potencial
para o desenvolvimento de linhagens e hibridos superiores ewlag@fde raiz e
eficiéncia no uso de N. Sendo assim, esses estudosnpéctantes para uma

agricultura mais sustentavel, autbnoma e segura ecomenta

2.3 Metodologia de Modelos Mistos

Alguns métodos tém sido utilizados com a finalidade de predizealor
genotipico em plantas, estes diferem principalmente pedasyposicoes assumidas
e pelas consideracgdes realizadas sobre a natureza itlos @édes valores genotipicos
(WHITE e HODGE, 1989). Os procedimentos mais usuais tém sido o BLBést
Linear Unbiased Estimator (melhor estimador linear nAdetecioso), o BLP Best
Linear Predictor (melhor preditor linear) e, mais réesmente, o BLUP- Best
Linear Unbiased Predictor (melhor preditor linear ndo tecidso).

O procedimento BLUP foi desenvolvido por Henderson, em 1949, no
contexto de modelos mistos, com a finalidade de predizeregalpenéticos de
animais para a producdo de leite em condi¢cdes de desbaf@mteanos dados
(MRODE, 1996; WHITE e HODGE, 1989). Porém, somente foi apredenta
formalmente por Henderson, em 1973 (RESENDE, 2002). Uma singtéachi da
evolucdo do procedimento BLUP é apresentada por Resende (IDi#}e e
Vencovsky (2001) propuseram uma reflexdo tedrica sobre eggode estimacao e
predicdo de médias de tratamentos no melhoramento aledédste sentido,
compararam as analises baseadas no modelo linear fisoreodelo linear misto
com genodtipos aleatoérios, buscando identificar os fatgue podem determinar
diferentes classificagbes genotipicas. A analise dedpermitiu constatar que a
abordagem de modelo misto (com tratamentos aleatogos)parativamente as
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andlises tradicionais (médias marginais e analisebiotras), em geral, leva a maior
homogeneidade das médias de tratamentos e selecdo dmtddetratamentos
genéticos, quando a variancia genotipica for baixa exgdela variancia do erro e os
ensaios forem ndo ortogonais e desbalanceados. Além skses tratamentos forem
oriundos de varias populagbes, a predicdo BLUP pode deterrdifeaente
classificacdo das médias de tratamentos, em relagé@l&e intrablocos, mesmo
perante ortogonalidade e balanceamento.

A metodologia de modelos mistos é uma ferramentaviépiara estimativa
de parametros genéticos e predicdo de variaveis alea(REESENDE, 2002)A
metodologia apresenta diversas vantagens em relacdoaléseade variancia
(ANOVA), dentre elas: pode ser aplicada a dados desbalwosepermite utilizar
simultaneamente um grande numero de informacdes, provenidataliferentes
geracOes, locais e idades, 0 que geram estimativas ed@®di@is precisas; nao
exige dados provenientes de estruturas rigidas de experinteetagssim, pode ser
aplicada a dados que nédo estdo associados a delineantentasito que se tenha
informacéo sobre a genealogia dos individuos; permistimmacdo de efeitos de
dominancia e epistaticos, além dos aditivos, pois atihizior nimero de relacdes de
parentesco; e permite comparar individuos analisados go fmtempo e espaco.
Além disso, permite predizer o desempenho de hibridos nérades, desde que
informacdes de relacionamento genético entre as linhagsteam disponiveis
(BERNARDO, 1995; 1996).

A metodologia de modelos mistos via REML/BLUP combina o gutmsento
de predicdo de valores genéticos de médias BLUP (melhdic@oelinear nao
viciada) com o procedimento de estimacdo de componentesridmcia REML
(méxima verossimilhanca residual ou restrita), associados modelo linear misto,
gue € um modelo que contém efeitos fixos além da médih g@feitos aleatorios
além do erro. Esta metodologia tem se mostrado adequaddogsandispde de
experimentos ndo balanceados e se impde restricdes pandajhaja componentes
de variancia negativos. O uso da metodologia REML/BLUP aptasdiversas
vantagens, como: a ndo necessidade de suposi¢do basica dedédejpedos erros;
com o uso do procedimento REML nado héa limitagdes na améliganta em caso de
heterogeneidade de variancias residuais entre os apwjiestefeitos de tratamento
podem ser considerados aleatérios; a maximizacdo da @acusétetiva;, a
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minimizacdo do erro de predicdo; a predicdo ndo viciada deesajenéticos e a
maximizacdo da probabilidade de selecionar o melhor entriesvgendtipos
(RESENDE, 2002).

Piepho et al. (2008) revisan o uso de BLUP em melhoramento de plantas e
testes de variedades, como o emprego de informagdes de pguicaemodelar e
explorar a correlagdo genética entre parentes e odesestruturas flexiveis de
variancia-covariancia para interacdo gendétipos x amidse Os autores
demonstraram que o BLUP é eficiente em relacdo a pregsaditiva em
comparacdo com outros procedimentos. O método, que foinarnwente
desenvolvido em melhoramento animal, atualmente vem sdiidado em varias
areas da pesquisa. Viana et al. (2010) compararam a acef@#Encia de selecdo
entre e dentro de familias de meio-irméos de milho pipacameio de métodos
BLUP uni e multi-caracteristico e também BLUE/ANOVA. Estesores obtiveram
como resultado que o método BLUP multi-caracteristicosapteu maior acuracia e
eficiéncia na selecdo de familias; no caso da selec&ooda® familia, tanto a
acuracia quanto a eficiéncia dos métodos BLUP uni e mulictaxistico foram
equivalentes. Mendes et al. (2012) avaliaram a performaateptabilidade e
estabilidade de -cultivares de milho em experimentos ndandeddos. A
produtividade de grdos de 45 cultivares, incluindo hibridos e deatés, foram
avaliadas em 49 ambientes em duas safras. Na safra de 2007/2008jvafesu
foram avaliados enquanto que na safra de 2008/2009 apenas 25 a3xjltiestes
apenas 16 foram avaliados em ambas as safras. As andiiétiess foram feitas
baseadas em modelos mistos, considerando o efeito dépgecmrino aleatério e o

efeito de repeticdo dentro de ambiente como fixo.

2.4. Inferéncia Bayesiana

A inferéncia estatistica trabalha na presenca de aigiers ¥) cujos valores
inicialmente incertos sdo descritos por meio da forgdd@ verossimilhanca(y|6),
gue é uma distribuicdo de probabilidade. A teoria bayesi@naatribuida
postumamente ao reverendo inglés Thomas Bayes (1702-486lfundamenta no
Teorema de Bayes (1761)

O Teorema de Bayes propfe que a incerteza de um paradesteoser
guantificada em termos de probabilidade, além disso, elena& regra para a
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atualizacdo de probabilidades, ou seja, em estudos prospexto@mshecimento a
priori pode ser considerado como um mecanismo de atualiziEc@formacaoA
proporcionalidade que representa o Teorema de Bayes € dada por:

p@ly) < p(y|6) p(6)
em que:
6 € o vetor de parametros;
y é 0 vetor de dados ou de informacdes obtidas por amostragem
p(8) é a distribuicdo do parametré) (ndependente dos dadag.(E a distribuicia
priori de 4, que reflete o grau de conhecimento acumulado solfe amtes da
observacao dg
p(v|6) corresponde a funcao de verossimilhancy deie representa a distribuicao
dos dadosyf) dado o parametrd@;
p@)y) € a distribuicAa posterioi, que representa a distribuicdo do parametjo (
dado os dadosy); sobre a qual sdo realizadas as inferéncias sobremiteddo
parametro de interesse.

Se existe informaca@ priori, a inferéncia bayesiana pode determinar
intervalos de credibilidade mais estreitos que os iatesvde confianca. No entanto,
€ possivel trabalhar com as chamadas distribuicdesrando informativas, quando
for o caso (NOGUEIRA et al., 2003). A grande vantagem da mfexédayesiana, no
contexto dos modelos mistos, é a relativa facilidadebdengdo de desvios-padréao
para os elementos de vetores aleatorios a serem gré@GitANOLA e FOULLEY,
1990). E importante mencionar que as técnicas bayesiamas &drandonadas por
muito tempo, por requererem resolucdo de integrais nagtgomplexas. Contudo,
desenvolvimento do método de integracdo de Monte CarlCadkeias de Markov
(MCMC) possibilitou com que as técnicas bayesianas pudessentiizadas.A
técnica de gerar valores de uma distribuicdo de probatelida chamada de
simulacdo Monte Carlo, e quando tais valores sdo geradb um processo de
cadeias de Markov, tem-se 0 MCMC.

Os métodos MCMC constituem uma familia de processodiviesapara
aproximar a geracdo de amostras de distribuicdes midiees. Estes métodos se
tornaram importante ferramenta computacional na egtatisyesiana, uma vez que
geram cadeias de Markov, ou seja, cadeias cujos pararestimados na iteragdo n
dependem apenas do parédmetro n-1, por meio de simulacdo ®nfiie que gera
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valores aleat6rios, cuja distribuicdo estacion@rgapropria densidadeposterioride
interesse (SORENSEN e GIANOLA, 2002). Desta forma, o mék@dMC evita a
resolugcao das integrais complicadas que impediam a utilizicBayesiana.

Os métodos MCMC visam gerar valores das distribuicdesgimais a
posteriori, de forma que ap6s a geracdo de uma grande quartéetsds valores,
pode-se assumir que tais distribuicbes sao conhecidagl@ss das distribuicoes
marginaisa posteriorisdo gerados indiretamente por meio de uma nova al@sse
distribuicdes, as distribuicdes condicionais cotgsa posteriori(DCCP)

O amostrador de Gibbs, algoritmo MCMC utilizado quando as D&EB's
conhecidas, se apresenta como uma técnica para gabtewclireta de variaveis
aleatérias de uma distribuicdo marginal sem, no emtarecessitar calcular a sua
funcdo densidade de probabilidade marginal (CASELA e GEORGE, 1992).

Geman e Geman (1984) definem a amostragem de Gibbs como adordét
amostragem condicional alternado definido em terdw subvetores de 0. Cada
iteragdo do amostrador de Gibbs consiste em simular valores de cada subvetor de 0,
condicionalmente aos valores de todos 0s outros subsetotaizando k simulacdes
para cada iteracdo completa do ciclo. Esse tipo de amo&onsera tanto melhor
guanto maior for o niumero de amostras utilizadas nosuloél Entretanto, as
amostras sucessivas sao dependentes entre si, 0 qusegainele e por essa razao ha
um descarte de amostras intermediarias, conhecidthipoAlém disso, na etapa de
aguecimento da cadeidurn-in), os valores das N primeiras iteracbes também
devem ser descartados. O tamanho da cadeia a ser geradslagstédado com a
convergéncia das distribuicbagosterioridos parametros, devendo variar de acordo
com os dados e funcdes utilizadas nas analises.

A inferéncia bayesiana apresenta diversas vantagemso por exemplo:
propicia solucdes precisas para 0 problema de amostras alghtafinito, pois para
cada conjunto de dados existe uma distribugc@msterioriexata para realizacao de
inferéncias; possibilita a construcdo de intervalos ddililigdade exatos para as
estimativas dos parametros genéti@ma geral, apresenta estimativas com menores
desvios padrdao que o método da Maxima Verossimilhanca Re®REkIL); e
permite a utilizacdo de informac&agpriori.

Na comparacdo de modelesn inferéncia bayesianaitiliza-se o Critério de

Informacdo dos Desvios (DIC), proposto por Spiegelhaltel. €2002). O DIC é
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baseado na funcéo de distribuig@gosteriorida estatistica dos desvios e pode ser
apresentado como segue:
DIC =D +pV
em queD é a média dos desvios do nivel do modpWrefere-se ao nimero efetivo
de parametros do modelo. E dado pela metade da varé@posteriorido desvio do
nivel do modelo, ou seja:
pV = var(D)/2.

A inferéncia bayesiana ja € bastante utilizada enrsiigeareas da ciéncia,
entretanto, em melhoramento de plantas ainda sao paabathos utilizando esta
ferramenta, quando comparados com a quantidade de trabalho®lBoramento
animal, por exemplo. No trabalho de Silva et al. (2013), ha uUwostracdo da
utilizagdo da inferéncia bayesiana no melhoramentoutleras anuais. Foi feita a
avaliacdo genética de dois primeiros ciclos de selecaaeat® em uma populacdo
de milho pipoca para produtividade de grdos e capacidade de &p&aa o
primeiro ciclo, umapriori ndo informativa e umariori informativa, baseada em
meta-analise, foram utilizadas. Para o segundo ciclo, prioe ndo informativa e
prioris informativas definidas como a distribuicdopasteriori provenientes das
analises informativas e nao informativas do primeiociforam utilizadas. Em
relacdo ao primeiro ciclo, para produtividade de graostil@agédo da priori
informativa forneceu resultados claramente distintasrdsultados provenientes da
analise conpriori ndo informativa. Em relacdo ao segundo ciclo, ostextad para
capacidade de expanséo e produtividade de grdos mostraramgdiseestre as trés
analises. Em milho, Balestre et al. (2012) procuraram obtea melhor
compreensao da heranca, extenséo e distribuicdo dos gfigitotropicos de varios
componentes da producdo, com o0 objetivo de identifipantitative trait loci
(QTLs) pleiotrépicos utilizando o mapeamento bayesianoidgplos intervalos.

Mora e Arnhold (2006) examinaram os valores genéticosrpaoeentes de
variancia da capacidade de expansao e da producdo de grdosigpale inferéncia
bayesiana e uma abordagem de modelo linear misto em 9&$88| de milho. Os
melhores preditores lineares ndo viciados (BLUP) de edfeittamilia foram obtidos
considerando-se 0 método de estimacdo de componentewidlecha da maxima
verossimilhanca residual ou restrita (REML). Um algoritmo @adeias de
Independéncia (IC) foi utilizado como um método de infaeémmyesiana. Ao
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comparar a utilizacdo do algoritmo IC e a abordagem BLUP paraalores

genéticos, ndo foram observadas alteracdes signifisatio ranking de familias, o
gue foi confirmado com valores de correlagdo de Spearmeaadels. Os autores
concluiram que a inferéncia bayesiana através de unitaigate IC pode ser uma
ferramenta importante para uso em melhoramento de mdina @ analise classica

utilizando procedimento de modelo linear misto.
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3. Capitulo 1:

Variabilidade genética para morfologia de raiz em um painel de linhagerde
milho tropical avaliadas em condigdes contrastantes de nitrogénio

Resumo -Uma das estratégias para aumentar a eficiéncia no ustragenio (N)é
por meio do melhoramento genético para caracteres délogia de raiz O
objetivo deste trabalho foi caracterizar um painel de ib@agdgens de milho tropical
para morfologia radicular e parte aérea em condicoetsastantes de N. Para isso,
dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacé&muatio e outro em
baixo N. No estadio de cinco folhas completamente dededss, os seguintes
caracteres foram avaliados: altura de planta, diametoold®m, massa de raiz, parte
aérea e total secas, relacdo raiz:parte aérea, creszind@rio, comprimento
radicular axial, lateraé total, diametro radicular médio, area superficial naldic
volume radicular e densidade do tecido radicular. Utilgeua metodologia de
modelos mistos para predizer os valores genéticos dagdimhaNas analises de
diversidade genética, empregou-se a distancia euclidi@tia padronizada e
método de agrupamento de ligacdo media entre grupos (UPGMAjeitd de
linhagem foi significativo P<0,01) para todos os caracteres pelas analises conjunta e
individuais. Quanto a interacdo linhagens x ambientes, ohsse/oefeito
significativo (P<0,05) para massa de parte aérea senamssa total seca. Foram
estimadas correlacdes simples e candnicas, indicandcanaeteres de raiz estao
associados aos de parte aérea. A partir das analiseyvaisidiide genética,sa
linhagens foram divididas em 12 e 15 grupos nos ambientes de akixo N
respectivamente. Linhagens superiores foram identificadasrdoamacdes sobre a
diversidade genética do painel de linhagens contribuira pararientacdo e
planejamento de cruzamentos.

Palavras-chaveZea maysL.; sistema radicular; modelos mistos; diversidade

genética.
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Genetic variability for root morphology in a panel of tropical maize inbred Ines
evaluated in contrasting nitrogen conditions

Abstract - One of the strategies to increase the nitrogen (N) disgeeaty in maize

is through the genetic improvement for root morphologydrdihe objective of this
study was to characterize a panel of 150 tropical maizeednlines for root
morphology and shoot traits in contrasting N condition&o experiments were
conducted in a greenhouse, aténigh and the other at low N. At the stage of five
fully developed leaves, the following traits were evaluaggldnt height, shoot
diameter, root, shoot and total dry weiglabt:shoot ratio, daily growth, axial, lateral
and total root length, root average diameter, root surfaee aret volume and root
tissue density. Mixed models methodologgsmsed to predict the genetic values of
the inbred lines. In the genetic diversity analyzes, teamstandardized Euclidean
distance and the unweighted pair-group method using arithnvetiages (UPGMA)
was usedThe inbred line effect was significari?<0.01) for all traits by the joint
and individual analyzes. Regarding the genotypes X envinaismateraction, a
significant effect P<0.05) was observed to the shoot dry weight and the togal dr
weight. Simple and canonical correlations were estithabelicating that root traits
are associated with aboveground trafsom the genetic diversity analyzes, the
inbred lines were divided into 12 and 15 groups at high and low Miteom
respectively. Superior inbred lines have been identified lmndhformation about the
genetic diversity of the maize inbred line panel will citmtte to the orientation and
planning of crosses.

Keywords:Zea may4..; root system; mixed models; genetic diversity.
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3.1. Introdugéo

Extensivas areas de plantio de milho no mundo sdo adsvam condigfes
de solos tropicais, nos quais predomireotorréncia de seca e de baixa fertilidade
natural, principalmente de nitrogénio (N). O N é o nutrientiea@lo em maior
guantidade pela cultura anilho (COELHO e FRANCA, 1995Assim, para atender
demanda nutricional da planta de milho, estima-se que 90awsitiétoneladas de N
séo adicionados ao solo anualment®(@® et al., 2004). Entretanto, a eficiéncia no
uso de N no milho ndo ultrapassa os 50%UR et al.,, 1999). Segundo esses
autores, a lixiviagdo de nitrato, a volatilizacdo da amoaialenitrificacdo e a
competicdo com a microbiota do solo sdo fatores qusrfanm que a eficiéncia de
uso de N seja baixa. Além disso, a aplicacdo de fertilizanittewgenados em excesso
tem sido apontada como causa de impactos ambientais (ERISMAl., 2013,
BODIRSKY et al., 2014).

A eficiéncia no uso de N, definida como produtividade de gr@osinidade
de N disponivel a planta no solo, € composta pelas efia€ma absorcdo e
utilizacdo de N(MOLL et al.,, 1982). Segundo Gallais e Hirel (2004), os genes
responsaveis pelo controle da eficiéncia no uso de N»g&e@ssos de acordo com a
disponibilidade de N a planta e, consequentemente, a magdiéudariabilidade
genética é manifestada diferentemente nos ambientesagtantes. Cultivares de
milho mais eficientes no uso de N podem ser obtidos par dwe melhoramento
genético para eficiéncia na absorcdo e ou utilizacdo dEIIREL et al., 2001;
GALLAIS e HIREL, 2004).Dentre as estratégias para melhorar a eficiéncia no uso
de N em milho e a produtividade de gréos, destaca-se a didlizi@cgendtipos com
sistemas radiculares superiores que proporcionem uma efi@iéncia na absorcao
de N do solo (HODGE, 2004). Diversos estudos relatam que a exteeasadatureza
da variacdo da arquitetura radicular tém substancial degdib na melhoria da
eficiéncia do uso de nutrientes e agua nas culturas, eegstionada ao aumento da
produtividade em condicGes de estresse abiotico (CHUN,e2Q85; TIAN et al.,
2006; DORLODOT et al., 2007; GARNETT et al., 2009). Liu et al. (2008)aram
duas linhagens de milho contrastantes para eficiéncia no udpaie condicbes de
campo, em niveis de alto e baixo N. Segundos esses auitdragehs com maior

comprimento total de raiz, massa de raiz seca e afia raassa raiz: parte aérea sao
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mais responsivas (produzem mais em condi¢fes limitantestdente) a deficiéncia
de N.

Mu et al. (2015) avaliaram a contribuicdo da melhoria eesaimento
radicular para a eficiéncia na aquisicdo de N e producgodds sob dois niveis de
N em um experimento de campo de trés anos. Os autores ulaiEatestcrosses
guase isogénicos de milho, T-213 (raiz grande) e T-Wu312 (raiz pgqdenaado
de um retrocruzamento de uma populacaeP3@e dois pais com tamanhos de raiz
contrastantes. Constatou-se que o aumento global danoeesc radicular em T-213
esta relacionado ao aumento da absorcdo de N pos-ibesso; o qual foi
associado com aumento de produtividade de graos em cond&éstesse e normal
de N.

York et al. (2015) investigaram a hipotese de que, nos ultimosntd) por
meio da selecédo indireta, o sistema radicular do nalreuiu para fenétipos mais
adequados a competicao intensa por N. Os autores avaliararseitezetiivares de
milho que representam variedades de sucesso comercialimo &éculo em dois
niveis de N e em trés densidades de plantio. Com o intgétsimplificar a
interpretacdo dos dados, as dezesseis variedades fordidati em quatro grupos
(denominados “eras”) com quatro variedades cada. Os sistemas radiculares de
materiais mais recentes comparados com 0S mais ardgesentaram-se mais
superficiais, além de outras mudancas em arquitetura evaaate raiz.

Em um programa de melhoramento, a caracterizacaogerod o estudo da
diversidade genética do germoplasma é o primeiro passo pamahectnento da
magnitude dos parametros genéticos, essenciais ao tratlmthelhorista de plantas.
Além disso, o conhecimento da diversidade genética astliehagens pode ser util
para a orientacdo de cruzamentos visando a obtencdo ddodibuperiores. A
heterose € dada pelo quadrado da diferenca entre as frequé@ltdliaas nas
linhagens envolvidas no cruzamento multiplicado pelo valor tgEoo do
heterozigoto, associado ao efeito de dominancia (FALCONEREKAY, 1996).

Manavalan et al. (2011) caracterizaram 26 linhagens de mithcasa de
vegetacdo, em condicbes ndo estressantes, paraetesade arquitetura de radz
parte aérea0s caracteres foram mensurados no 30° dia apds a semdatlises
de agrupamento foram conduzidas para identificar grupos de mEnGbiara
comprimento de raiz e de parte aérea, em ambas as arfaliasn formados trés

25



grupos. Kumar et al. (2012) avaliaram a magnitude da variabiligadética para
caracteres de raiz de um painel de 74 linhagens de milho tdolsoesde 6, 10 e 14
dias. A andlise de agrupamento alocou as linhagens em dois,gyryposeiro grupo

composto por duas linhagens apenas, enquanto o segundo grujo todhs as
demais. O segundo grupo foi dividido em dois subgrupos. Emrakalto, eles
afirmaram que, em geral, agrupamento de linhagens com base#dalogia das

raizes nao foi consistente com o “background” genético e origem das linhagens de
milho. Ao nosso conhecimento, h& poucos trabalhos na Uitarabbre diversidade
genética de painéis de linhagens envolvendo caracteres de agiarfole raiz,

avaliados em condi¢des contrastantes de N, principalmmemdinhagens de milho
tropical.

Diante do exposto, a principal proposta desse trabalhoafaicterizar a
variacdo genética de caracteres de morfologia deerpiarte aéream estadio de
plantulas, em condicbes contrastantes de N, entre dbAgkns endogamicas de
milho tropical. Os objetiv® especificos foram: (i) quantificar a variabilidade
genética entre as linhagens em condicbes contrastantds; &) estimar as
correlacbes entre os vetores de valores genéticoscalesteres avaliados em
condicbes contrastantes de N; (iii) identificar cageet secundarios com potencial
para serem empregados na selecéo de linhagens de milho regpesi@ morfologia
de raiz; (iv) avaliar a diversidade genética entre as linhagdemsilho tropical em
relacdo a morfologia de raiz e arquitetura de plamolacondicdes contrastantes de
N; e (v) identificar linhagens de milho tropical superigrasa caracteres de raiz em

condicbes contrastantes de N.

3.2. Material e Métodos
3.21. Material Genético

Foram utilizadas 150 linhagens endogamicas de milho tropicaidasudo
Banco Ativo de Germoplasma do Programa MilhBrograma de Melhoramento de
Milho da Universidade Federal de Vigcosa, Departamento utgeEnia. As 150
linhagens foram selecionadas com base em suas origens, sewpei@iso ger se
para caracteres agronémicos de arquitetura de planta e prattugéans. Elas foram
extraidas de diferentes fontes de germoplasma de milhm bébridos comerciais,

populagcdes melhoradas e variedades de polinizacdo abledasd6 resultantes de
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pelo menos oito geracdes de autofecundacéo e, em sgwoajmadamente todos 0s

locos encontram-se em homozigose.

3.2.2. Caracterizagaee Avaliagédo das Linhagens

Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacélizada no
Campo Experimental Diogo Alves de Melo, pertencente ao repento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa (latitude 28°4ggitude 42°52°W;

640 metros de altitude). Um experimento foi conduzindo erdicén de alto N e o
outro an condicdo de baixo N. Em cada experimento foi utilizado oe®inento de
blocos ao acaso com trés repeticdes realizadas no .tékapdatas de plantio da
primeira, segunda e terceira repeticdo foram 09 de m28cde abril e 20 de junho
de 2016, respectivament@s plantas foram coletadas no estadio vegetativo de cinco
folhas completamente expandidas (V5), aproximadamente 35 diaso guéstio. Cada
unidade experimental foi constituida por um vaso de pohetieom as seguintes
dimensdes: 0,15 m de diametro, 0,50 m de altura e volume @& ™) preenchido
com substrato constituido por areia lavada e vermiculitéeimerma proporcao de
3:1. Cada vaso continha uma planta. Dez dias apos a semeaduplantulas
passaram a ser adubadas com 0,3 litros de solucdo nugrntivatervalos de dois
dias. Nos dias em que nam fornecida solugcéo nutritiva, as plantas foram irrigadas
com agua deionizad& a umidade mantida préxima da capacidade de campo. A
solucdo nutritiva utilizada foi adaptadalescrita por Chun et al. (2005). A solucdo
nutritiva em alto nivel de N continha (em mmaf)L8,0 Ca(NQ), 3,0 K.SO;, 0,65
MgSQy, 0,4KCl, 1,0KH,PQy, 4x10° H3BOs, 4x10° MnSQ,, 4x10* CuSQ, 4x10°
ZnSQ,, 2x10° (NH4)eMo702, e 0,4FeEDTA. A solucdo que foi fornecida ao
experimento de baixo N, continha dez vezes menos nitrogé@om®ol L* de
Ca(NG;),) e a concentracdo de calcio foi compensada pela adec8aCl. Para os
demais nutrientes, a concentracdo foi igual a solucdo fqudornecida ao
experimento de alto N.

No momento da coleta, as plantulas foram cortadasvabdud substrato, e as
raizes foram separadas da parte aérea, e essas aw@uiisi separadamente em
sacos de papel e colocadas em estufa de circulacaadodgaar a 70°C por 72
horas. A parte radicular foi lavada e estocada em smldedgua e alcool (3:1) para
posterior analise de imagem. Os seguintes caracteres foraliados: altura de
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planta (ALT, cm), diametro do colmo (DIAM, mm), maskaraiz seca (MRS, mg),
massa da parte aérea seca (MPAS, mg), massa totaM&é& mg), relacdo
raiz:parte aérea (RSR, mg Mg crescimento diario (CD, cm), comprimento
radicular axial (CRA, cm), comprimento radicular lat¢@RL, cm), comprimento
radicular total (CRT, cm), didmetro radicular méd@RM, mm), area superficial
radicular (ASR, cm?), volume radicular (VOL, cm?3) e ddade do tecido radicular
(DTR, mg cn®).

As raizes foram avaliadas utilizando-se o software WinRHRZ® 2009a
(Basic, Reg, Pro & Arabidopsis for Root Measurement),pladm ao scanner
EPSON Perfetion V700/V750 equipado com luz adicional de acordo a®om
procedimentos sugeridos por Bouma et al. (2000). Para faalitparocesso de
caracterizacdo das linhagengrachsel et al. (2009), em trabalho realizado com
milho, propuseram a simplificacdo das dez classes de d@érwtrecidas pelo
WInRHIZO Pro 2009a em apenas duas. Assim, fragmentos de raizliémnetro
inferior a 0,5mm séo classificadas como raiz lateral e fragmentos d@@metro
superior a 0,5nm comoraiz axial. Apos a avaliacdo do sistema radicular, agsaiz
foram secadas em estufa a 70°C por 72 horas para g@btda massa deizeseca
Além da massa da parte aéreaie secas, também foram calcutach massa total
seca, a razao raiz:parte aérea e a densidade do tecidolarad” densidade do
tecido radicular foi obtida pela razdo entre a matsaraz seca pelo volume
radicular (BIROUSTE et al., 2014

3.2.3. Analises Estatisticas

Paraa realizacdo das andlises estatisticas foi adotada a olfwd@d de
modelos mistos via REML/BLUPa qual combina o procedimento de predicdo de
valores genéticos de médias BLUP (melhor predicdo linéarviesada) com o
procedimento de estimacdo de componentes de variancia RENIxima
verossimilhanca residual ou restrita), associados a um ontiedhr misto, que € um
modelo que contém efeitos fixos além da média ger&itoe aleatérios além do
erro experimental. Esta metodologia tem se mostrddquada quando se dispbe de
experimentos ndo balanceados, como foi 0 caso do pesstado, em que houve a

perda de sete parcelas.
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Para analise conjunta dos experimentos (alto e baixofdi)adotadoo
seguinte modelo estatistico: y = Xr + Zg + Wi + e, em que; g, i € e: sdo vetores
de observacdes, de efeitos de ambientes (niveis de Nrashlassumidos como
fixos) somados a média geral, de efeitos genotipicssif@dos como aleatorios), de
efeitos da interacdo gendtipos x ambientes (aleatéBosle erros (aleatérigs)
respectivamemst X, Z e W: sdo matrizes de incidéncia para os efeitos deeri,
respectivamente.

Para cada nivel d¢ (experimento individual), foi adotado o seguinte modelo
estatistico: y = Xr + Zg + e, em que: y, r, g e e: sdorgstde observacdes, de efeitos
de blocos (assumidos como fixos) somados a média geraffedles genotipicos
(assumidos como aleatérios) e de erros (aleatoriospecdvamente. X e Z sao
matrizes de incidéncia para os efeitos r e g, respectitame

Na analise de modelos mistos, os efeitos aleatorios dielmméo séo
testados via testes F, como € fai@ metodologia de analise de variancia. Nesse
caso, para os efeitos aleatorios, o teste recomendadoteste da razdo de
verossimilhanca (TRV), por meio da analise de deviance (ANADB}) modelos
foram comparados pela diferenca entre os logaritmos ko peaximo da funcéo de
verossimilhanca residual (Log L) dos modelos completo eteeésem o efeito a ser
testado). A deviance de cada modelo foi calculada da seguamteira: D = - 2 Log
L. A estimativa TRV foi obtida pela expressao:

TRV =2 (Log L — Log Ly)
em que: Log L= fungdo de verossimilhanga para o modelo completo i; ;g
funcdo de verossimilhanca para o modelo reduzido j. O TRMif@ea comparacao
de modelos com diferentes efeitos aleatorios, porémuoem mesma estrutura de
efeitos fixos.

A estimativa TRV foi calculada e comparada pelo tektequi-quadrado
tabelado, com n graus de liberdade e niveis de significancia @5%6 em que é
a diferenca entre o nimero de parametros dos modelosletone restrito. S@
TRV; for superior ao qui-quadrado tabelado, a variavel incluidaaedelo completo
teria efeito significativoA hipotese de nulidade testada foi de que os modelos néo
diferiram entre si. No presente trabalho, a significAntos efeitos aleatérios foi

testada via TRV utilizando o teste qui-quadrado com um grau de lilgerda
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As estimativas de herdabilidade ao nivel de média de genatpesinalises
dos ambientes individuais e conjunta, respectivameiotem calculadas pelas

seguintes expressoes:

hg = gAz ehg = Azg )
X 524°° X 2 Oga 82
8r %t tra

em queh é a estimativa de herdabilidade ao nivel de média de gen@jp@s, e

~

62 sdo as estimativas da variancia genética, devido asagdies gendtipos x
ambientes e ao erro aleatoério, respectivamente. rrefeeem-se ao numero de
repeticdes e ambientes, respectivamente.

As andlises estatisticas pela metodologia REML/BLUPhiaealizadas com
auxilio do pacotélme4’ implementado no software R (R Development Core Team,
2015) e pelo software Selegen-REML/BLUP (RESENDE, 2007).

Em ambos os niveis de ,Noi estimadaa matriz dos coeficientes de
correlacdo de Pearson entre vetores de valores gendvisasmracteres avaliados, e
também foi estimada a correlacdo de Spearman entrergedpara cada caractere.

Foi realizado o diagndstico de multicolinearidade paraxpsrimentos com o
intuito de identificar possiveis relagdes lineares dimthas ou colunas da matriz de
correlacdo residual (CRUZ e CARNEIRO, 2003). Esses autetatam que, se
houver colinearidade em niveis de moderados a severosstiasatas dos
parametros podem assumir valores incoerentes com o daadnioldgico
estudado. Devido a colinearidade severa detectada, baseadasifecacdo proposta
por Montgomery e Peck (2001), alguns dos caracteres foracartedos para que
fosse possivel a continuidade das analises estatidécesrrelacfes candnicas e de
diversidade genética. Os critérios utilizados para o desda# caracteres foram: os
caracteres de maior peso nos Uultimos autovetores e atémpia pratica dos
caracteres para o presente estudo. Os mesmos caragtarexfiminados nos dois
experimentos, a fim de que fosse possivel comparar os den@sgidencada
ambiente, oriundos das andlises de diversidade genética.

Para a analise de correlagcdes canbnicas foram esidbslalois grupas
grupo I: caracteres de ragzgrupo |l: caracteres de parte aérea, com a finalidade de
verificar se exist@ relacdo entre caracteres de raiz e de parte aéreletulags de

linhagens de milho tropical, para niveis contrastantes.de N
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Na quantificacdo da diversidade genética entre as 150 linhagemidhde
utilizou-se o método de agrupamento da ligacdo média enfpegg(UPGMA) com
base na matriz de dissimilaridade genética obtida pelandiat euclidiana média
padronizada a partir das médias BLUP. A padronizacdo dos daidfestd com o
intuito de evitar que as unidades escolhidas para mediarasteres afetassea
similaridade entre os individuos e também para que os eascotontribuissem
igualmente na avaliagdo da similaridade entre os individuB&JZCet al., 2011).

Nesse caso, & recomendavel o calculo das distanciemndo-se os valores
padronizados. O valor padronizado é calculado da seguinte: forma

Y

—J
Yi=3
oj

em que &; é o desvio-padrao associado ao j-€simo caractere.

A distancia euclidiana média é dada por:

1
dy = \[; Z(Yi]' —Yij)?
j

em quev € o numero de caracteres considesada representando os genotipos e |

0s caracteres.

O meétodo de agrupamento da ligacdo média entre grupos (UPGMA)
(SOKAL e MICHENER, 1958) consiste em uma técnica de agrupameetaitiliza
meédias aritméticas das medidas de dissimilaridade, evisadatilizar valores
extremos, como minimo e maximo, entre 0s grupos consideradieserminacdo do
namero de grupos foi estabelecida pelo método de Mojena (1§ud&),é um
procedimento baseado no tamanho relativo dos niveis desfumddendograma. O
valor referencial de corte é dado por:

0, = @+ ko,

sendox e G, a media e o desvio-padrao dos valorea despectivamentey; o valor
de distancias dos niveis de fusdo correspondentes acoestagk uma constante
Este método consiste em selecionar um nimero de gropestagio j que satisfizer
a seguinte condicae; > 6,. Adotou-se o valor da constante k = 1,25 como valor
para a definicdo do nimero de grupos, como sugerido por Mikigzooper (1985).

A diversidade genética entre as linhagens foi estimada gossEs cenarios:
i) alto N, ii) baixo N e iii) analise conjunta descons@i®lo os efeitos da interagao

para que a diferenca entre os agrupamentos pudesse ser damparanalises de
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diversidade genética e construcao dos dendogramas forradascom auxilio do
pacoteape implementado no software R (R Development Core Team, 2015).

A contribuicdo relativa dos caracteres para divergégenética foi estimada
por meio do critério proposto por Singh (1981), utilizandsoftware GENES
(CRUZ, 2013). No entanto, é importante mencionar que essaatgim calculada
com as distancias médias ndo padronizadas. A conssstdocagrupamento foi
avaliada pelo coeficiente de correlacdo cofenétiocgurgl Sokal e Rohlf (1962)
guanto maior o valor da correlacdo cofenética, menarasdistor¢ao provocada pelo

agrupamento.

3.3 Resultadose Discusséo
3.3.1. Amplitude e média de valores genotipicos

Houve efeito de ambiente (nivel de N) significatie<@,05) para quase
todos os caracteres, com excecao de DIAM, VOL e CRL1®ssg por N ocasionou
reducao no valor genotipico médio da maioria dos @esstcom excecédo de MRS,
RSR, DRM e DTR (Tabela 1). A deficiéncia de N resultou amento nas médias
de MRS (5,62%), RSR (45,45%), DRM (4,0%) e DTR (15,83%) eméaelag alto
N. Para os demais caracteres, a deficiéncia de N reseftoveducdo em suas
médias, com a porcentagem de reducdo variando de 6,75% (&R2XX)98%
(MPAS). Li et al. (2015) avaliaram 218 linhagens recombinantasilthe® (RILS)
para caracteres de raiz com condicdes de alto e ba@ncontraram um aumento
para RSR de 53% em baixo N. Em trabalho com duas linhagens de mil
contrastantes para eficiéncia no uso de N, Liu et28l09) encontraram que a
linhagem mais responsiva a deficiéncia de N foi a que possiéa oomprimento
total de raiz, massa de raiz seca e alta razdo masspaide aérea na condicao de
estresse. Segundo Chun et al. (2005), uma maior RSR podemseresposta
adaptativa que conserva o N da planta enquanto ela maximizpaeidzale de
absorver mais N do solo. Além disso, os autores destacam desenvolvimento
radicular em estresse de N depende da alocacao de cdebpade area para raiz.

Em relacdo a DTR foi observado, em geral, tecidosukmtess menos densos
em alto N (Tabela 1). Alguns estudos demonstraram que tegidoss densos
permitem uma relativa taxa de crescimento rapida e apidar aquisicdo de recursos

enquanto a planta se desenvolve com um baixo investimamtanatéria seca
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(RYSER 1996; RYSER e LAMBERS 1995; WAHL e RYSER 2000; BIROUSTE et
al, 2014). Entretanto, esses tecidos tendem a ter um curto geaxida e sao
usualmente mais vulnerveis a herbivoria e patégenopazados com tecidos mais
densos (TJOELKER et al., 2005; BIROUSTE et al., 2014). Seguisderistat et al.
(2000), a longevidade das raizes esta negativamente cmmelda com a
concentracdo de N, taxas de respiracdo especificaspio®nto especifico da raiz.
Em relagdo aos valores genotipicos maximos e minimosadasteres, CRT
foi um dos caracteres que apresentou maior amplitudeyaeieu de 2499,6&
4600,94 cm e de 2926,78 a 5094,02 cm em babdo N, respectivamente. A RSR
também variou consideravelmente, no ambiente de alto Nldea0),54 mg mige
em baixo N de 0,25 a 0,49 mg Thgd MRS variou de 275,71 a 913,74 mg em baixo
N e 236,95 a 733,24 mg em alto N; enquanto que para a MPAS as amjititates
de 822,17 a 2668,67 mg e 1065,30 a 3716 84m baixo e alto N, respectivamente.
Em baixo N, RSR e MPAS foram o0s caracteres gmwesentaram coeficientes de
variagdo (CV) mais elevadode 44,67% e 30,29%, respectivamente. Em alto N,
RSR e MRS apresentaram CV mais altos em relacdo ansisiearacteresde
37,25% e 31,34%, respectivamente. Os demais caracteres apeesel@dV de
intermediarios para baixos, para estudos dessa natuteztaa(.,, 2015 MUNDIM et
al, 2013, KUMAR et al., 2012). Em relacdo ao estresse de NVo®ram muito

semelhantes entre os dois niveis de N.

33



Tabela 1 Valores genotipicos minimo, média e maximo, coeficienteal@cdo e porcentagem de reducdo da média dos caracteres
altura de planta (ALT, cm), didmetro de colmo (DIAM, mmmassa de raiz seca (MRS, mg), massa de parte aéee@\WPAS, mg),
massa total seca (MTS, mg), relacéo raiz:parte aérea fiRSRg"), crescimento diario (CD, cm), comprimento radicudaeral (CRL,

cm), comprimento radicular axial (CRA, cm), comprimeradicular total (CRT, cm), didmetro radicular médiRM, mm), area
superficial radicular (ASR, cfh volume radicular (VOL¢n?) e densidade do tecido radicular (DTR, mg¥%navaliados em um painel

de 150 linhagens endogéamicas de milho tropical nos ambientescdeslzdio nitrogénio.

Baixo nitrogénio Alto nitrogénio % de reducac
Caracteres - — - 7 - — - m .-
Min. Média Max. CV(%) Min. Média Max. CV(%) da médid

ALT (cm) 11,63 18,00 24,78 12,13 11,03 19,69 28,95 10,43 -8,58
DIAM (mm) 6,17 8,04 10,23 10,33 6,30 9,31 11,90 9,75 -Y
MRS (mg) 275,71 468,47 913,74 28,68 236,95 443,53 733,24 31,34 5,62
MPAS (mg) 822,17 1511,73  2668,67 30,29 1065,30 2098,93  3716,34 28,61 -27,98
MTS (mg) 1102,50 1980,20 3607,84 27,61 1319,30 2542 47 4365,20 27,06 -22,12
RSR (mg md) 0,25 0,32 0,49 44,67 0,14 0,22 0,54 37,25 45,45
CD (cm) 0,40 0,55 0,72 12,20 0,43 0,65 0,88 10,19 -15,38
CRL (cm) 181542  2346,78  3282,55 26,68 2154,78  2804,87  3644,15 27,26 -
CRA (cm) 627,81 938,63 1495,12 18,77 792,34 1006,60 1434,41 19,74 -6,75
CRT (cm) 2499,68  3286,26  4600,94 23,40 2926,78  3812,88  5094,02 24,17 -13,81
DRM (mm) 0,43 0,52 0,59 9,17 0,43 0,50 0,55 8,74 4,00
ASR (cn) 344,07 530,17 842,69 20,65 431,36 597,61 865,99 21,60 -11,28
VOL (cm?) 3,61 6,91 12,04 22,90 4,94 7,56 11,50 23,44 -
DTR (mg cn¥) 56,74 66,29 77,76 15,01 44,58 57,23 73,53 19,77 15,83

1’£VQAJ): coeficiente de variacéo residual, calculado moncentagem, dividindo-se o desvio-padrido da vararesidual pela média fenotipica de cada caractée.de redugdo da média =
BN AW, 100%:; 4N e BN s&o as médias genotipicas nos ambientes de ladixa@N, respectivament&.” para caracteresm que nao foi observado efeito de ambiente (nival)degnificativo (P<0,05)
no teste F.
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3.3.2. Estimativas de componentes de variancia, herdabilidade e acuracia

Sabe-se que a variabilidade genética é essencial parelf@ramento
genético de espécies e este painel de 150 linhagens de milhol tegpEsentou
variabilidade genética e grande potencial para selecdo encabt de ganhos
genéticos O efeito de linhagem foi significativd?€0,01) para todos os caracteres
avaliados pela andlise conjunta e pelas andlises indisiena cada nivel de .N
Quanto aos efeitos da interacdo gendtipos x ambientesgédinbax doses de N),
observou-se efeito significativd®€0,05) apenas para os caracteres MPAS e .MTS
Em relacdo as estimativas de herdabilidade a nivel de miédjandtipos, todos os
caracteres apresentaram herdabilidades superiores a Gyb@xcecdo da RSR em
baixo N (Tabela 2). Foi observado para maioria dos caesctestimativas de
variancia genética e herdabilidade menoresmbiente de baixo N, o que também
foi relatado por Coque e Gallais (200Be maneira geral, genotipos exibem maior
variabilidade genética em ambientes que proporcionam casdfgboraveis ao seu
desenvolvimento, pois esses possibilitam a expressdo malemseu potencial
(CRUZ et al., 2011).

Os valores genéticos para os caracteres avaliados feditos com alta
acuracia. De acordo com Resende e Duarte (2007), valoresideia entre 0,70 e
0,90 séo classificados como de alta precisdo e valores a@n®,90 de precisédo
muito alta. Com excecédo do caractere RSR em baixog@iio (0,59), os demais
foram preditos com acuréacias acima de 0,70, variando de @R gTabela 2)E
interessante notar que as acuracias da analise conprata supericgs as das
analises individuais, o que € esperannrazdo da analise conjunta envolver uma

maior quantidade de informacdes.
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Tabela 2 Estimativas de parametros genéticos para os caraatenesde planta (ALT, cm), didmetro de colmo (DIAM, jnmassa de
raiz seca (MRS, mg), massa de parte aérea seca (MR#)S massa total seca (MTS, mg), relacéo raiz:paread&SR mg my),
crescimento diario (CD, cm), comprimento radicular latg€&L, cm), comprimento radicular axial (CRA, cm)ngarimento radicular
total (CRT, cm), diametro radicular médio (DRM, mm)edrsuperficial radicular (ASR, émn volume radicular (VOL.cnT) e
densidade do tecido radicular (DTR, mg9mavaliados em um painel de 150 linhagens endogamicas de milh@kmopicambientes

de baixo e alto nitrogénio.

Baixo nitrogénio Alto nitrogénio Andlise conjunta

Caractere

G hy AC GF hy AC Gr: GrS hy AC
ALT (cm) 7,18% 0,82 0,90 8,15* 0,85 0,92 7,73 5,50x10°" 0,91 0,95
DIAM (mm) 7,19x10"%** 0,74 0,86 1,53% 0,84 0,91 1,11% 4,88x10°"™ 0,87 0,93
MRS (mg) 13755,95** 0,68 0,83 13211,10* 0,65 0,81 13228,17** 335,13° 0,79 0,89
MPAS (mg) 146303,47** 0,71 0,84  325440,47* 0,78 0,89 210507,44** 25027,47* 0,81 0,90
MTS (mg) 223733,89** 0,71 0,84  448459,10* 0,78 0,88 302749,91** 32490,00* 0,81 0,90
RSR (mg md) 5,10x10** 0,34 0,59 5,29x10** 0,59 0,77 5,36x10°** 2,18x10"™ 0,61 0,78
CD (cm) 4,14x10>** 0,78 0,88 4,67x10** 0,82 0,90 4,43x10°* 4,40x10°™ 0,89 0,94
CRL (cm) 127951,64** 0,54 0,73  154458,28** 0,56 0,75 120391,25* 19499,6° 0,64 0,80
CRA (cm) 24219,37** 0,71 0,84 19458,89** 0,65 0,81 20632,10** 1037,6%° 0,79 0,89
CRT (cm) 241269,11** 0,58 0,76  275591,00** 0,59 0,77 225536,63** 30270,87° 0,68 0,82
DRM (mm) 1,18x10** 0,60 0,77 9,02x10%** 0,55 0,74 1,06x10%* 2,70x10°"™ 0,73 0,85
ASR (cnf) 9321,12** 0,71 0,84 8879,40** 0,67 0,82 8473,73** 518,49° 0,79 0,89
VOL (cn?) 2,50% 0,75 0,87 1,97* 0,68 0,82 2,20% 4,21x10°"* 0,83 0,91
DTR (mg cn?) 42,35* 0,54 0,74 63,56** 0,54 0,74 53,06** 1,71 0,70 0,84

v a;: estimativa da variancia genotipi@%a: estimativa da variancia da interagdo genotipos I&imtes;ﬁ)z—(: estimativa da herdabilidade a nivel de média el®dtipos; AC: acuricia da selecdo de
significativo a 1%

gendtipos ** e *,

e a

5%

de probabilidade,

respaatente, e

ns

ndo significativo,

pelo teste da razdo

de verossaniia

(TRV).
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3.3.3. Correlacbes entre caracteres

As correlacbes de Spearman entre ambientes, representadiésgonal da
Tabela 3, foram positivas, significativasP<Q,01) e apresentaram valores
relativamente altos, indicando que o estresse nédo uficiente para reduzir
substancialmente a correlacdo entre ambientes dos etasactEm relacdo sa
estimativas de correlagcbes de Pearson entre vetoresaldeesv genéticos dos
caracteres em cada ambientleram identificados caracteres de parte aérea
associados a caracteres de raiz, como DIAM e MPA&ilizacdo destes caracteres
na selecdo indireta para morfologia de raiz pode dedévido a maior facilidade e
praticidade de mensurar os caracteres de parte aérea.

O DIAM, que também é um caractere importante para selec@erd#ipos
resistentes ao acamamento em milho, apresentou c¢omslapositivas e
significativas P<0,01) com quase todos os caracteres de raiz, em amho®issde
N, com excecdo de DTR em baixo N. Segundo Falconer &adydt996), a selecéao
indireta pode promover maiores ganhos em relacédo a deaiacaractere secundario
apresentar maior herdabilidade que o principal, e se alaggiioegenética entre
ambos for positiva e de alta magnitude, como € o entres pbg caracteres no
presente trabalho. Em geral, o DIAM apresentou estrammtde herdabilidades
maiores em relacdo a maioria dos caracteres demaimres valores de coeficiente
de variacdo e maiores estimativas de acuracias na predécdalores genéticos.
Além disso, com a selecao indireta por DIAM, os custost@mpo despendidos na
medicao de caracteres de raiz poderiam ser reduzidos.

MPAS também se apresentou como um caractere de gagi importante
apresentando correlacdes positivas e significatiwad,05) com todos os caracteres
em ambos 0s niveis de nitrogénio. A correspondéncia eantaeteres de parte aérea
e radiculares levanta a possibilidade de que os caractafiesllares possam, em
parte, sem previstos a partir de caracteres de parte aérea malmdaie
observados (TJOELKER et al., 2005). AETCD também apresentaram correlacdes
positivas e significativas com a maioria dos caractéeesaiz, porém com menores
magnitudes. Manavalan et al. (2011) avaliaram 26 linhagens depailacaracteres
de raiz e parte aérea e verificaram que algumas das linhagemssistemas

radiculares mais profundos também apresentaram altprooemto da parte aérea
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(medido da superficie do solo até a ponta da folha magg)o Em nosso trabalho,
observamos esse comportamento para algumas linhagensitdEm, adentre as
linhagens que se destacaram para CRT, VML144, VML0O76, VML032 e VML106
também estdo entre as linhagens mais altas; e VML144, VMLO76,.02R)
VML092 e VML106 também apresentaram alta MPAS. Em baixo Mireleas
linhagens com maiores CRT, VML144 e VMLO76 também estdo entraigsaltas;

e VML144, VMLO76, VML178, VML138 e VMLO46 também apresentaram alta
MPAS.

A MRS apresentou correlagdes positivas e significatia®,01) com os
demais caracteres de raiz. Em geral com magnitudesatiag de 0,50 (Tabela,3)
com excecado de DRM em alto N (0,36) e DTR em baixo N (0md3, ainda assim
moderadas e significativas. MRS apresentou correlacoattadenagnitude com os
caracteres radiculares: CRL, CRA, CRT, ASR e VOL. Algleani et al. (2013
relataram em seu trabalho que MRS e CRT em alto e b@ivel de N foram
altamente e significativamente correlacionados (r = 007B6, respectivamente),
resultados condizentes com os obtidos no presentéhtraiapossivel observar que,
muitas vezes, linhagens que apresentaram elevados valoticae para MRS,
também apresentaram elevados valores para CRT; isscseodgplicado pelo fato
desses caracteres serem relacionados linearmentersgneleecorrelacdes de 0,71 e
0,78 em alto e baixo N, respectivamente (Tabela 3). Keitnak (2012) trabalharam
com um painel de 74 linhagens de milho e também verificayaen MRS é
significativamente correlacionada com varios carastate raiz. Outros autores
também apontaram MRS comm possivel bom preditor para eficiéncia nutricional
de gendtipos (LIU et al., 2009; ABDEL-GHANI et,&£013).

CRA, CRL e CRT também apresentaram correlacbes positivas e
significativas com a maioria dos caracteres de raizampos os niveis de N, com
algumas excecdes como, por exemplo, CRL e CRT com BRNaixo N e CRA
DTR em ambos os niveis de N. DRAWOL apresentaram correlacdes de 0,45 e
0,66, nos ambientes de alto e baixo nivel de N, respectivap@mjuantd/OL e
ASR apresentaram correlacfes de 0,96 para amlogsos resultados indicam que a
maioria dos caracteres radiculares é, em geral, oelada linearmente uns com o0s
outros, em ambos os niveis de N e, logo, podem ser uttizaselecéo indireta de
caracteres de dificil mensuracéo.
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Tabela 3 Estimativas de correlagdes entre vetores de valorediges dos caracteres altura de planta (ALT, cm), eti@rde colmo
(DIAM, mm), massa de raiz seca (MRS, mg), massa de parea seca (MPAS, mg), massa total seca (MTS, el@gao raiz:parte
aérea (RSR mg ), crescimento diario (CD, cm), comprimento radiculaeriit(CRL, cm), comprimento radicular axial (CRA, cm),
comprimento radicular total (CRT, cm), diametro radicuhédio (DRM, mm), &rea superficial radicular (ASR?*¢molume radicular
(VOL, cnt) e densidade do tecido radicular (DTR, mg¥mavaliados em um painel de 150 linhagens endogamicas de milhmatropi

nos ambientes de baixo e alto nitrogénio.

Caractereés ALT DIAM MRS MPAS MTS RSR CD CRL CRA CRT DRM ASR VOL DTR

ALT (cm) 0,83** 0,09° 0,32** 0,60** 0,57** -0,48** 0,92** 0,35** 0,34** 0,36** -0,02° 0,35** 0,31** 0,12°
DIAM (mm) -0,08* 0,80** 0,58** 0,65** 0,66** -0,31** 0,09° 0,41** 0,46** 0,43** 0,29** 0,52** 0,55** 0,29**
MRS (mg) 0,29** 0,54** 0,64** 0,76** 0,83** 0,01 0,18* 0,66** 0,79** 0,71** 0,36** 0,82** 0,84** 0,64**
MPAS (mg) 0,57** 0,50** 0,68* 0,71** 0,99** -0,52** 0,47** 0,57** 0,64** 0,60** 0,25** 0,68** 0,69** 0,42**
MTS (mg) 0,54** 0,54** 0,80* 0,98** 0,70* -0,44** 0,43** 0,61** 0,69** 0,65** 0,28** 0,74** 0,74** 0,47**
RSR (mg mg) -0,41** -0,11° 0,11° -0,52** -0,40** 0,58* -0,48** -0,09° -0,07° -0,09° -0,03° -0,10° -0,09° 0,14"

CD (cm) 0,94** -0,06® 0,22** 0,51* 0,47* -0,38* 0,79** 0,29** 0,26** 0,29** -0,07° 0,27** 0,22** -0,01"
CRL (cm) 0,16* 0,50* 0,69** 0,53** 0,61** 0,07° 0,16* 0,47** 0,87** 0,99** -0,23** 0,90** 0,74** 0,17*
CRA (cm) 0,24** 0,51** 0,88** 0,64** 0,74** 0,05° 0,23** 0,78* 0,61** 0,92** 0,17* 0,98** 0,94** 0,15°
CRT (cm) 0,19* 0,53* 0,78* 0,59** 0,67** 0,07° 0,19* 0,98* 0,88* 0,50** -0,13®° 0,95** 0,81** 0,17*

DRM (mm) 0,18* 0,26* 0,51* 0,35** 0,42** -0,03° 0,15° -0,09®° 0,48** 0,07° 0,54** 0,18* 0,45** 0,05°
ASR (cnf) 0,24* 0,57** 0,90 0,66* 0,76** 0,06° 0,23** 0,84** 0,98** 0,92** 0,43** 0,60** 0,96** 0,17*
VOL (cn?) 0,25** 0,53** 0,90 0,65* 0,75** 0,05° 0,24** 0,65* 0,96** 0,77** 0,66** 0,96** 0,67** 0,16
DTR (mg cn?) 0,12° 0,13° 0,41* 0,18* 0,25** 0,21* -0,01" 0,22* 0,02° 0,17* -0,19* 0,08° ~0,00° 0,57*

T g * significativo a 1% e a 5% de probabilidade, respantientee ™ néo significativo, pelo teste t. Acima da diagonabrrelacdes de Pearson para o ambiente de altgéviim abaixo da diagonal
correlacdes Pearson para o ambiente de baixo nitrogé&hagonal- correlagbes de Spearman entre ambientes dos casactere
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3.3.4. Correlacdes candnicas entre grupos de caracteres

De acordo com a andlise de multicolinearidade, foi detectalinearidade
severa e optou-se por descartar alguns caracteres para qeepéssdvel a
continuidade das andlises estatisticas de correlacdésicas e de diversidade
genética. Os seguintes caracteres continuaram nas arglissequentes: DIAM,
MPAS, RSR, CD, MRS, CRT e DRM.

Para as andlises de correlagBes candnicas, foi estidioeb Grupo I, com
caracteres de parte aérea, constituido pelos caraféids, MPAS e CD; e o
Grupo Il, com caracteres de morfologia de raiz, caridbt pelos caracteres MRS,
CRT e DRM. No ambiente de alto N, dos trés pares canofocomdos, apenas o
primeiro foi significativo P<0,05) com correlagdo de 0,79. Os coeficientes
canodnicos indicaram associacao de relacdo inversa@nraracteres MPAS e CD
do Grupo I. Com relacdo aos coeficientes candnicos estggupos, foi observado
gue MRS esteve diretamente relacionada a MPAS e invensamelacionada ao
CD. Essas associacfes indicam que o acumulo de biomadgsaular esta
relacionado ao acumulo de biomassa na parte aérea @tamioe que ambos 0s

caracteresé inversamente relacionados@b (Tabela 4).

Tabela 4 Estimativas de correlacées e coeficientes canémooambiente de alto
nitrogénio; Grupo I: diametro de colmo (DIAM, mm); massa deepaérea seca
(MPAS, mg); crescimento diario (CD, cm); Grupo Il: massaaieseca (MRS, mg);

comprimento radicular total (CRT, cm); diametro radicuhédio (DRM, mm).

Coeficientes candnicos

Correlagdo  pvalor DIAM MPAS CD MRS CRT DRM
1 079 0.04 012 101 -026 088 013 007
2 023 0.86 016 -040 1,14 -1,03 139 -0,03
3 016 051 135 -111 027 -127 1,05 1,532

No ambiente de baixo N, somente o primeiro par candnicaefevante
(P=0,17) com correlacdo de 0,73. Da mesma forma que no ambderko N, os
caracteres com maiores coeficientes canbénicos nos &tupoll foram MPAS e
MRS, respectivamente. Entre os caracteres do GrupcAM& MPAS estiveram

diretamente relacionados. Como discutido anteriormeagtes caracteres tém
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potencial para semutilizados na selec¢ao indireta de caracteres de rgzesentam
a vantagem de ser facilmente mensurados. Entre os casadteiGrupo Il, a MRS
apresentou relagdo direta com CRT. Considerando disieates candnicos entre 0s
grupos, foi observado que MRS e CRT apresentaram relagéta dom MPAS
(Tabela 5). As diferentes relacbes e magnitude doseg&lobservados, quando
comparados os ambientes, podem ser devido a resposta daiotbmipainel de

linhagens ao estresse nutricional por N.

Tabela 5 Estimativas de correlacbes e coeficientes canémoosmbiente de baixo
nitrogénio; Grupo |: didmetro de colmo (DIAM, mm); massa deepaérea seca
(MPAS, mg); crescimento diario (CD, cm); Grupo |l: masssaaileseca (MRS, mg);
comprimento radicular total (CRT, cm); diametro ratticunédio (DRM, mm).

Coeficientes candnicos
DIAM MPAS CD MRS CRT DRM

Correlacao p valor

1 0,73 0,17 0,36 0,799 -0,07 055 0,43 0,19
2 0,09 1,00 122 -1,14 045 -2,06 190 0,74
3 0,04 0,86 016 -052 1,20 -0,75 0,15 1,22

3.3.5. Diversidade genética

Pela analise de diversidade genética, os agrupamentos dagetishaos
ambientes separadamenteem analise conjunta, ilustrados pelos dendogramas
(Figuras 1, 2 e 3), demonstram expressivas diferencas ernosyaosicdo. Isso
evidencia que, apesar de somente alguns caracteres tereserdado interacao
genotipos x ambientes, esses caracteres relacionamorseoutros caracteres de
importancia e essas relacbes ndo podem ser desprezada® quabbjetivo é
selecionar linhagens superiores e divergentes em um dadbdai N Quando
genotipos sao avaliados em diferentes ambientes, Haresse em se ter um padrao
de agrupamento em cada um dos ambientes e inferir quardtakilidade das
associaces entre os genétipos (CRUZ et al.,, 2011). Noearabide alto No
dendograma gerado com UPGMA com base nos BLUPs dos caractéiks DI
MPAS, RSR, CD, MRS, CRT e DRM, agrupou as linhagens em 12 grsgrudy 0S
maiores o grupo | com 63 linhagens, grupo Il com 37 linhagens, o grupo IV com 19

linhagens e o grupo VII com 11 linhagens (Figurae€l)quanto os demais com
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numero reduzido de linhagens. No ambiente de baixo N, o demdagyerado com
UPGMA com base nos BLUPs dos mesmos caracteres agrupohagehs em 15
grupos, sendo os maiores dentre eles os grupos | e IV, coen&48linhagens,
respectivamente (Figura 2). No agrupamento da andlise conjiesiarezando-se 0s
efeitos da interagdo, 15 grupos foram formados, sendgrigms I, IV e V 0s
maiores, com 88, 11 e 25 linhagens, respectivamente, e 0ssdama nimero
reduzido de linhagens (Figura 3). E viavel que programas de mekia
concentrem seus esfor¢cos para selecao de genétipoderansgio-se cada ambiente
(nivel de N) separadamente. Segundo Bazinger et al. (1997), mpesgrde
melhoramento de milho devem incluir ambientes de baixpaM maximizar os
ganhos quando objetiva-se focar em condi¢des tropicaisxeNa

Em alto N, os pares de linhagens VML144 e VML170, VML142 e VML 170,
VML125 e VML144, VML134 e VML170, e VML0O22 e VML170 foram os que
apresentaram maiores divergéncias entre as linhagens esfuntadagistancias de
4,22, 4,20, 4,07, 3,88 e 3,85, respectivamente; enquanto que VML 053 @78ML
VMLO021 e VMLO70, VMLO64 e VMLO75, VML0O52 e VML110, e VMLO95 e
VML124 apresentaram as maiores similaridades, com distadei@,20, 0,23, 0,24,
0,24 e 0,24, respectivamente. Em baixo N, as linhagens queeaia&am maiores
dissimilaridades foram VML0O02 e VML144, VML052 e VML144, VML084 e
VML144, VML144 e VML152, VML002 e VMLO76, apresentando distancias de
4,63, 4,10, 4,07, 4,00 e 3,94, respectivamente; e as linhagesimaares foram
VMLO50 e VML179, VMLOO4 e VML101, VMLO64 e VMLO77, VMLO57 e
VMLO096, e VMLOO5 e VML164, com distancias de 0,14, 0,17, 0,18, 0,224 0,
respectivamente. O cruzamento entre individuos geneticardi&ergentes promove
o aparecimento do fenémeno denominado heterose. Aoket& um fendémeno
biolégico que é definido como a superioridade da média dass fiimm relacdo a
média dos pais. Segundo Falconer e Mackay (1996), a magnituthetel@se
depende do grau de diversidade alélica e do nivel de dominamdé|aso ocorre se
houver, simultaneamente, dominancia e diversidadealélic

Mundim et al. (2013) avaliaram 25 linhagens de milho pipoca emaela
12 caracteres de raiz e parte aérea associados c@édn@éado uso de nitrogénio em
alto e baixo N, os autores utilizaram 10 caracteres petigs@ de diversidade. Em
ambos niveis de N, foram formados quatro grupos. No trabalhcadeléWan et al.
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(2011), os autores avaliaram 26 linhagens de milho para comprimergiz departe
area e para ambos os caracteres considerados, faraadfs trés grupos. Makumbi
et al. (2011) estudaram a variabilidade genética entre 15 linhagenslho em
condicOes de estresse, seca e baixo N, e sem esiszss#p marcadores AFLP,
RFLP e SSR e identificaram quatro grupos de linhagens, qua fmgyeupadas de
acordo com o pedigree. Por outro lado, no trabalho weaK et al. (2012), em que
avaliaram a magnitude da variabilidade genética para caacte raiz de um painel
de 74 linhagens de milho nos estadios de 6, 10 e 14 dias, osamémeonam que a
andlise de agrupamento alocou as linhagens em dois grupos, engugeral,
agrupamento de linhagens com base em morfologia das rdieefi consistente
com o “background” genético e origem das linhagens de milho.

A correlagéo cofenética nos informa sobre a congigt&o agrupamento. As
correlagcdes cofenéticas nos cenarios de alto N, bBdie analise conjunta foram
0,71, 0,71 e 0,68, respectivamente. Isso demonstra relatwaisténcia do
agrupamento e pequena distor¢cdo provocada pelo agrupamento.

A avaliacdo da importancia relativa dos caracteretivaaisidade genética do
painel de linhagens endogamicas de milho tropical, pelo métedSingh (1981),
indicou que de todos os caracteres considerados na at®&ldigersidade (DIAM,
MPAS, RSR, CD, MRS, CRT e DRM), os que contribuiram emmoximadamente
cem por cento para a dissimilaridade entre as linhagens:fvR®, MPAS e CRT,
em ambos os niveis de N. MPAS foi o caractere que nmifilmuiu paraa
dissimilaridade genética entre as linhagens em condicaoodd &t 60), seguido por
CRT e MRS (0,38 e 0,02); enquanto que CRT foi o caractere gisecoraribuiu
para a dissimilaridade genética entre as linhagens em cortlichaixo N (0,55),
seguido por MPAS e MRS (0,41 e 0,08sses resultados corroboram com a
hipotese de que a plasticidade fenotipica de caracteresizdpode ser util em
condicbes de estresses abidticos e que plantas coemass radiculares mais
vigorosos, sao mais aptas a lidar com esse tipo de athaesiAbdel-Ghani et al.
(2013) concluiram em seu trabalho que CRT e MRS devem Belesies para
efetivamente caracterizar grande nimero de gendtiposngfigie linhagens com
sistemas radiculares superiores em estadio de @amol vista desses caracteres
apresentarem correlacfes altas com outros caradeeraiz e também apresentarem
altas herdabilidades.
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Group |
Group Il
Group
Group IV
" Group V
Group VI
Group VI
Group VI
Group X
Group X
Group Xl
Group X

Figura 1 Dendograma de um painel de 150 linhagens endogamicas de milhaltemaitado em condicdo de alto nitrogénio, baseado

no método UPGMA, obtido de médias BLUP de caracteres deolngief de raiz e parte aérea de plantulas no estadio V5.
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Figura 2 Dendograma de um painel de 150 linhagens endogamicas de millcaltamgiliado em condi¢cdo de baixo nitrogénio, baseado

no método UPGMA, obtido de médias BLUP de caracteres de lowigale raiz e parte aérea de plantulas no estadio V5.
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Group VI
Group VI
Group VIl
= Group [X
= Group X
= Group Xl
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B Group X
= Group XIV
Group XV

Figura 3 Dendograma de um painel de 150 linhagens endogamicas de milho toopisialerando a analise conjunta dos ambientes,
desprezando-se os efeitos da interagéo, baseado no rd&GddA, obtido de médias BLUP de caracteres de morfologiaide rparte

aérea de plantulas no estadio V5.
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3.3.6 Selecgéo de linhagens para caracteres de raiz

Com a finalidade de facilitar a visualizagédo e selecdo de grupesiaes,
com maiores médias para cada caractere, foi feito grapamento de médias de
grupos pelo método de Tocher (Tabelas 6 e 7). No ambiemticods, os grupos VI
(inhagens VML134, VMLO76, VML106, VML022 e VML142) e X (linhagem
VML144) destacaram-se por apresentar médias genotipteaspara os caracteres
radiculares MRS e CRT, além do caractere de parte &A% (Tabela 6). Nota-se
gue para esses grupos, as médias dos caracteres DIAM emBBntaforam altas
guando comparadas com as médias dos demais grupos. As linhageaes,
VML096, VML118 e VMLO040, pertencentes ao grupo |, também se destagea
o caractere MRS; enquanto as linhagens VML131, VML110, VML032, VML140,
VML165 e VML092, dos grupos | e 1V, destacaram-se por apresentiiasrngétas
de CRT. O grupo Xl, composto apenas pela linhagem VML170, foi agresentou
maior RSR; enquanto o grupo V foi 0 que apresentou maioiaméda o caractere
DRM, e as linhages VML047, VML067 e VML136, contidas neste grupo, as que
apresentaram maiesvaloresgenéticos para DRM.

Em baixo N, os grupos que mais se destacaram, por apres&vadas
médias para os caracteres de raiz MRS e CRT, forarKI\&, XV, compostos por
uma linhagem cada, sendo elas VML009, VMLO76 e VML144, respectitamen
(Tabela 7). Entretanto, linhagens dos grupos V, VI, VIII, X e X&hbém se
destacaram para caracteres radiculares; como por exeagplinhagens VML047
(VII), VML106 (VII), VML127 (VIII), VMLO33 (VIII), VML022 (VIII), VM L118
(Vll) e VML178 (X) para MRS e as linhagens VMLO07 (V), VML178 (X)
VMLO46 (X), VML138 (V), VML132 (XIV), VML116 (VII) e VMLO80 (VII) para
CRT. O grupo XIV, composto apenas pela linhagem VML132, foi o gtesantou
maior RSR; enquanto 0s grupos que apresentaram aesra&tias para o caractere
DRM foram VI, VIII e XV; sendo a linhagem VML047, do grupo VI, a que
apresentou maior valor genético médio para DRM, seguidas pehagens
VMLO053, VML089, VML081 e VML140, todas do grupo IV.

Na analise conjunta, desprezando-se os efeitos da imigescéez linhagens
gue apresentaram as maiores médias para MRS foram VML144108yIVML022,
VML134, VMLO76, VML009, VML118 VML047, VML0O33 e VML0O40 (dos
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grupos V, VI, VII, VIl e XV); e para CRT foram VML144, VMLO76, VML106,
VMLOO7, VML131, VML0O22, VML134, VML046, VML132 e VML0O80 (dos
grupos |, V, VII, XIV e XV) (Figura 3) Algumas das linhagens de milho que se
destacaram na andlise conjunta para estes caracteresizgdecoincidem com
linhagens que se destacaram em ambos ambientes em susessdndlviduais, por
exemplo: VML144, VML106, VML022 e VMLO76. No entanto, o ordenaroeat
magnitude dos valores genéticos mudaram consideravelm@sediferentes
agrupamentos e valores genéticos das linhagens, para cad@,capantam a
importancia de selecionar linhagens em cada ambiente sepandelarBsses
resultados contribudo para a orientacdo e o planejamento de cruzament@santr
linhagens superiores para caracteres de raiz em dada comelidi@om a finalidade
de obter e identificar cultivares com sistemas radies|l mais vigorosos.

Conforme a relevancia dos caracteres MRS e CRT, tamoirpportancia
relativa indicada pelo método de Singh (1981), quanto pelasos na literatura,
optamos por considerar estes caracteres para acseleggenotipos superiores em
morfologia de raiz. Em baixo N, as cinco linhagens quesaptaram maiores CRT
foram VML144, VML0O07, VMLO76, VML178 e VML009, cada alocada em grupo
diferente: XV, V, Xl, X e VI, respectivamente; enquanto mea linhagens com
maiores MRS foram VML144, VML009, VML047, VML106, VMLO76 dos grupos
XV, VI, VIII, VII e Xl, respectivamente. Ja em alto N, asco linhagens com
maiores CRT foram VML144, VML131, VML022, VML106 e VMLO076, dos grupos
X, 1, VI, VI e VI, respectivamente; para MRS foram VML022, /M6, VML134,
VML144 e VMLO76, dos grupos VI, VI, VI, X e VI. Em baixo N, as linhagens
VML106, VMLO76 e VMLO22 pertenciam a grupos diferentes, ja em Mt@las

foram designadas ao mesmo grupo.
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Tabela 6 Resumo do agrupamento baseado no método de Mojenaesvgenotipicos médio, minimo e maximo dos caracteres
didmetro de colmo (DIAM, mm), massa de parte aérea B#AS, mg), crescimento diario (CD, cm), relagdo raiz:epadrea (RSR,
mg mg'), massa de raiz seca (MRS, mg), comprimento raditoial (CRT, cm), diametro radicular médio (DRM, mm) difsrentes

grupos no ambiente de alto nitrogénio.

Grupos DIAM (mm) MRS (mg) MPAS (mg) RSR (mg mgd) CD (cm) CRT (cm) DRM (mm)
Grupo | 10,15 (8,03-11,90) 482,76 (332,73-620,05. 2416,72 (1779,04-3373,85 0,20 (0,14-0,28) 0,67 (0,56-0,79) 3999,9% (3264,11-4874,25 0,50 (0,47-0,54)
Grupo I 8,06'(7,70-8,34) 275,59 (236,95-297,90, 1460,74 (1420,87-1564,66 0,18 (0,16-0,20) 0,69 (0,62-0,76) 3397,83 (3272,33-3548,68 0,45' (0,44-0,46)
Grupo lll 8,75'(7,36-10,29) 397,03 (250,01-515,57. 1780,18 (1243,08-2474,49 0,27 (0,16-0,29) 0,63 (0,53-0,72) 3486,49 (2926,78-3971,86 0,51 (0,48-0,54)
Grupo IV 8,55'(7,39-9,76) 404,90 (332,73-517,75 1999,90 (1554,20-2382,98 0,20 (0,17-0,24) 0,67 (0,58-0,80) 3900,22 (3476,58-4454,80 0,48 (0,46-0,50)
Grupo V 9,46'(8,06-10,57) 474,94 (413,27-524,28' 1945,06 (1739,83-2257,49 0,27 (0,19-0,35) 0,57 (0,50-0,62) 3378,64 (3213,71-3534,99 0,54 (0,53-0,55)
Grupo VI 10,47 (9,62-11,90) 679,76 (622,23-733,24  3272,94 (2877,11-3716,34 0,21 (0,16-0,24) 0,7F (0,69-0,76) 4603,48 (4326,14-4854,47 0,52 (0,50-0,53)
Grupo VI 7,80 (6,91-8,70) 365,18 (326,20-461,15' 1457,7% (1230,01-1700,61 0,29 (0,23-0,38) 0,59 (0,55-0,65) 3585,17 (3221,28-3853,39 0,48 (0,45-0,51)
Grupo VI 9,34(9,34-9,34) 476,39 (476,39-476,39' 1303,29 (1303,22-1303,22 0,45 (0,45-0,45) 0,43 (0,43-0,43) 3488,35 (3488,35-3488,35 0,52’ (0,52-0,52)
Grupo IX 9,09'(9,09-9,09) 419,80 (419,80-419,80' 1256,16 (1256,16-1256,16 0,44 (0,44-0,44) 0,53 (0,53-0,53) 4229,84 (4229,84-4229,84 0,47 (0,47-0,47)
Grupo X 9,79'(9,79-9,79) 676,65 (676,65-676,65 3504,57(3504,57-3504,57 0,1 (0,19-0,19) 0,88 (0,88-0,88) 5094,02 (5094,02-5094,02 0,5C (0,50-0,50)
Grupo XI 6,30 (6,30-6,30) 280,49 (280,49-280,49 1065,36 (1065,30-1065,30 0,54 (0,54-0,54) 0,66 (0,66-0,66) 3475,90 (3475,90-3475,90 0,46 (0,46-0,46)
Grupo XII 9,59'(9,59-9,59) 515,57 (515,57-515,57. 1679,76 (1679,70-1679,70 0,29 (0,29-0,29) 0,56 (0,56-0,56) 4227,57 (4227,57-4227,57 0,49 (0,49-0,49)
abcde

.2, ¢ 9 %e’: Agrupamento de médias dos grupos pelo método de Tocher.
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Tabela 7 Resumo do agrupamento baseado no método de Mojenagsvgenotipicos médio, minimo e maximo dos caracteres
didmetro de colmo (DIAM, mm), massa de parte aérea B#AS, mg), crescimento diario (CD, cm), relagdo raiz:epadrea (RSR,
mg mg'), massa de raiz seca (MRS, mg), comprimento raditoial (CRT, cm), diametro radicular médio (DRM, mm) ddsrentes

grupos no ambiente de baixo nitrogénio.

Grupos DIAM MRS MPAS RSR CD CRT DRM
Grupo | 7,83 (6,17-9,00) 405,67 (316,49-480,79) 1242,28(980,17-1615,55) 0,33 (0,27-0,39) 0,51 (0,44-0,58) 3074,36 (2499,68-3633,25' 0,51 (0,47-0,54)
Grupoll 6,77 (6,45-7,09) 296,27 (291,66-300,78) 909,54 (822,17-996,90) 0,42 (0,41-0,42) 0,53 (0,46-0,60) 2816,33 (2676,66-2956,01, 0,44 (0,43-0,45)
Grupolll 6,87 (6,87-6,87) 396,48 (396,48-396,48) 1424,29 (1424,29-1424,29, 0,44 (0,44-0,44) 0,60 (0,60-0,60) 3167,04 (3167,04-3167,04, 0,5 (0,51-0,51)
GrupolV 8,13 (6,84-9,81) 486,48 (380,53-610,68) 1653,1F (1129,13-2149,20 0,3¢' (0,26-0,39) 0,57 (0,48-0,65) 3288,89 (2845,24-3805,09' 0,53 (0,50-0,57)
Grupo V 9,28 (9,03-9,47) 476,23 (419,27-533,20) 1954,39 (1844,59-2064,19. 0,27 (0,25-0,29) 0,51 (0,50-0,52) 4247,90 (4012,29-4483,51' 0,47 (0,47-0,47)
GrupoVl 10,23 (10,23-10,23) 738,28 (738,28-738,28) 1773,78 (1773,76-1773,76, 0,38 (0,38-0,38) 0,48 (0,48-0,48) 4053,72 (4053,72-4053,72, 0,55 (0,55-0,55)
Grupo VIl 8,28 (7,80-9,05) 591,69 (544,59-681,32) 1554,16 (1405,40-1761,95, 0,35 (0,30-0,37) 0,54 (0,51-0,57) 3852,74 (3649,04-3934,53, 0,5F (0,49-0,53)
Grupo VIl 8,65 (7,55-9,47) 632,89 (565,10-713,22) 1875,59 (1648,61-2090,16' 0,32' (0,29-0,35) 0,59 (0,53-0,63) 3620,72 (3406,13-3796,55) 0,56 (0,54-0,59)
GrupolX 7,05 (6,92-7,29) 385,66 (337,23-480,79) 1486,86 (1459,71-1506,93, 0,28’ (0,26-0,31) 0,66 (0,60-0,72) 3147,34 (2888,09-3456,43, 0,51 (0,48-0,52)
Grupo X 9,63 (9,27-9,93) 576,50 (499,02-622,07) 1897,18 (1636,80-2139,75, 0,30 (0,29-0,31) 0,52 (0,47-0,57) 3699,45 (3167,62-4055,61) 0,5 (0,50-0,53)
GrupoXI| 8,93 (8,93-8,93) 669,92 (669,92-669,92) 2564,78 (2564,78-2564,78, 0,28' (0,28-0,28) 0,68 (0,68-0,68) 4290,66 (4290,66-4290,66' 0,51 (0,51-0,51)
Grupo XIl  7,15'(6,89-7,38) 342,47P (275,71-401,04) 1351,50 (1117,33-1698,20, 0,2¢' (0,26-0,32) 0,57 (0,49-0,61) 3009,58 (2694,45-3602,15 0,47 (0,46-0,49)
Grupo XIll  8,21°(7,95-8,54) 495,22 (416,99-576,50) 1180,29 (1011,07-1294,42, 0,43 (0,41-0,47) 0,47 (0,40-0,44) 3343,3§ (2843,03-3623,39, 0,53 (0,52-0,54)
Grupo XIV  7,51(7,51-7,51) 517,28 (517,25-517,25) 1266,09 (1266,09-1266,09 0,49 (0,49-0,49) 0,55 (0,55-0,55) 3940,68 (3940,60-3940,60' 0,50 (0,50-0,50)
GrupoXxV 8,41° (8,41-8,41) 913,74 (913,74-913,74) 2668,67 (2668,67-2668,67, 0,32' (0,32-0,32) 0,69 (0,69-0,69) 4600,94 (4600,94-4600,94) 0,55 (0,55-0,55)
abc dae - Agrupamento de médias dos grupos pelo método de Tocher.
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3.4. Conclusodes

O painel de linhagens de milho tropical estudado apresenta veadbil
genética e potencial para ser utilizado para fins de metigoa genético. Por meio
de andlise de correlacdo canbnica, conclui-se que eglatgio entre caracteres de
parte aérea e de raiz para ambos os niveis de N. Oscesaibt parte aérea MPAS e
DIAM podem vir a ser utilizados na selecao indireta de gigha para morfologia de
raiz.

Estudos de diversidade genética apresentaram difergmngsamentos para
0s cenarios considerados, 0 que demonstra a importanuissiderar cada nivel de
N separadamente no momento da seleEaocam identificados grupos e linhagens
promissoras para CRT e MRS, importantes caracteresodelogia de raiz. Em
baixo N, as principais linhagens selecionadas foram VML009, ¥\l VML144,
VML178 e VML106, dos grupos VI, XI, XV, X e VII, respectivamentesra alto N,
as que se destacaram para os referidos caracteres YovHih22, VMLO76,
VML106, VML131 e VML144, sendo VML022, VML0O7& VML106 do grupo VI e
VML131 e VML144, dos grupos | e X, respectivamente. As inforreagieradas
pelo estudo da diversidade genética do painel de linhagers @wiiZadas para
orientar o planejamento de cruzamentos entre linhagensmwepegara caracteres de

raiz.
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4. Capitulo 2:

Multi-trait multi-environment Bayesian model reveals G x E interaction for
nitrogen-use efficiency components in tropical maize

Abstract - Identifying maize inbred lines that are more efficienhitrogen (N) use
IS an important strategy in the context of environmental ec@homic impacts
attributed to the excessive N fertilization. N-uptake efficie (NUpE) and N-
utilization efficiency (NUtE) are components of N-usBcegncy (NUE). Despite the
fact that most maize breeding data have a multi-traiciire, they are often
analyzed under a single-trait framework. We aimed to astinthe genetic
parameters for NUpE and NUtE in contrasting N levels, deoto identify superior
maize inbred lines, and to propose a Bayesian multi-traiti-environment
(MTME) model. Sixty-four tropical maize inbred lines weesaluated in two
experiments: at high (HN) and low N (LN) levels. The MTMEdabwas compared
to singletrait multi-environment (STME) models. Based on deviancerimétion
criteria (DIC), both multi- and single-trait models ralezl genotypes x environments
(G x E) interaction. In the MTME model, NUpE was found towssakly heritable
with posterior modes of heritability of 0.016 and 0.023 under HN &N,
respectively. NUtE at HN was found to be highly heritable (0.490%reds under
LN condition it was moderately heritable (0.215). We adoptedMTME model,
since combined analysis often presents more accurateingeedues than single
models. Superior inbred lines for NUpE and NUtE were identid this
information can be used to plan crosses to obtain nigilzgds that have superior
nitrogen use efficiency.

Keywords:Zea mays..; inbred lines; nitrogen utilization efficiency; nitrogen uptake

efficiency; MCMC algorithm.
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Modelo Bayesiano multi-caracteristico multi-ambiente revela interagdo G A
para componentes de eficiéncia no uso de nitrogénio em milho tropical

Resumo- A identificagéo de linhagens de milho mais eficienteasade nitrogénio
(N) é uma estratégia importante em contexto de impactisentais e econémicos
sendo atribuidos a fertilizagdo excessiva de N. A efi@énai absor¢do (NUpE) e
eficiéncia na utilizacdo de N (NUtE) sdo componentesfid&€r’cia no uso de N
(NUE). Apesar da maioria dos conjuntos de dadosmelhoramento terem uma
estrutura multi-caracteristica, frequentemente elesesgtorados de forma uni-
caracteristica. Objetivou-se estimar pardmetros gesépara NUpE e NUtE em
condi¢des contrastantes de N, identificar linhagens supsyie propor um modelo
Bayesiano multi-caracteristico multi-ambiente (MTMB)ara isso, 64 linhagens
foram avaliadas em dois ensaios: em alto (HN) e baik (livel de N Comparou-
se 0 modelo MTME com modelos uni-caracteristicos namlbiente (STME).
Baseado no critério de informég dos desvios (DIC), os modelos revelaram
interacdo genadtipos x ambientes (@)x No modelo MTME, NUpE, em HN e LN,
apresentou herdabilidades baixas com madg®steriori iguas a 0,016 e 0,023,
respectivamente. NUtE em HN apresentou herdabilidade alta (Ogtiftjanto em
LN foi moderadamente herdavel (0,215). Optamos por adotaaloses genéticos
obtidos a partir deste modelo, uma vez que analises combirgefalmente
representam melhor a realidade, levasd@m consideracdo um maior niumero de
dados. Linhagens superiores para NUpE e NUtE foram idedtficee essa
informacédo sera considerada ao se planejar cruzamgrai@s a obtencdo de
variedades superiores.

Palavras-chaveZea maysL.; linhagens endogamicas; eficiéncia na utilizacdo de

nitrogénio, eficiénciaaabsorcdo de nitrogénio; algoritmo MCMC.
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4.1. Introduction

Maize is the leading cereal crop in terms of productimah) gogether with rice
and wheat, it is one of the most important sources of the global population’s daily
caloric requirement (RANUM et al., 2014). Most of the reaplanted in the tropics
IS grown in areas where soils are acidic and low in eniisj especially nitrogen (N).
Nitrogen plays an essential role in the cycle of noogps and maize requires a large
amount of this nutrient. In tropical areas, togethahwrought, low N conditions
represent the major cause of yield loss in maize (PINGAD PANDEY, 2001). On
the other hand, some economic and ecological impactsttat®ited to excessive N
fertilization. Consequently, it is important to improve tN-use efficiency of maize
to avoid the environmental damage associated with excésséd fertilizers, and to
develop maize cultivars that perform better under low Nit@ns.

Nitrogen-use efficiency (NUE) is defined as grain yield pert wii N
available in the soil and is composed of N-uptake effigie(NUpE) and N-
utilization efficiency (NUtE) (MOLL et al., 1982). NUpE regeto the quantity of N
absorbed by the plant relative to N in the soil, wheNd&E quantifies the amount
of grain produced per unit of N uptake. Liu et al. (2010) found tlgdlzal average
N recovery rate is almost 60%, indicating that two-fifdfsN inputs are lost in
ecosystems. In a recent review, Ciampitti et al. (2014)lyaed the available
literature (from a period of over 100 years) on associatietween maize yield and
plant N dynamics to better understand the plant’s nutrient uptake. They found that
fertilizer N accounted for 40% of the total N required bypical maize. The NUE
can be increased through the improvement of NUtE and NUpErdiog to Gallais
and Coque (2005), at low nitrogen (LN) input, variation in NUtEhdse important
than variation in N uptake, whereas at high nitrogen (HN) jnfhé reverse is
observed. This highlights the potential of selecting supenaize inbred lines for N
use components in order to develop cultivars that arerbatile to extract the
available N in the soil and better exploit that N to prodyredn.

The selection of maize inbred lines that are superior NODE and its
components is complex, since they are controlled by ngemgs and are strongly
affected by the environment. Several studies have showinthbee is genetic
variability for NUE in maize (PRESTERL et al., 2002; WORI€Ual., 2007; WU te

al.,, 2011) at low and high N levels. However, at low N condsticthere is an
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increase in the heterogeneity of the fields, generalgultieg in higher error
variances and lower heritability estimates compared toNitdvels (BAZINGER et
al., 1997; PRESTERL et al.,, 20020QUE and GALLAIS, 2006). Thus, at low N,
the genetic gains are usually lower than at high N. Iniaddin experiments with
maize under contrasting N levels have shown thaethes significant interactions
between genotype (G) and environment (N levels; E) for graild yad NUE
components (MOLL et al., 1987; BERTIN and GALLAIS, 2000; HIR&lal., 2001;
COQUE and GALLAIS, 2006). Bazinger et al. (1997) concluded that maieeding
programs should include LN (low nitrogen levednvironments to maximize
selection gains when targeting tropical, low N environmentso/ting to Presterl et
al. (2002), the high variance in the G x E interaction lesjzes the need for multi-
environment testing to identify N-use efficient cultvavith a broad adaptation to
different N levels.

In plant breeding, the genetic evaluation of multipsats is relevant because
superior varieties combine optimal attributes for severaits simultaneously.
Despite the fact that data collected in plant breedingies often present a multi-
trait multi-environment structure, these data are raeglglyzed in a combined
analysis (MALOSETTI et al.,, 2008). Although combined analysisa idetter
representation of reality, as it takes into considendiie genetic correlations and the
G x E interaction, it requires more complex models.tHis context, Bayesian
inference has become a useful statistical tool td Wéh complex models. In the
Bayesian approach, the parameters are interpreted asiraadiables, following the
law of probability that reflects a priori knowledge assuompt(HAYASHI and
IWATA, 2013). The Bayesian approach has been successfully usedo dine
reduced number of biased estimates when there are few vatizes and
furthermore, it produces more precise estimations byviale (SORENSEN and
GIANOLA, 2002). Some studies have shown the potential oBthgesian approach
for genetic evaluation in plant breeding with complexdeie such as multi-trait,
multi-environment or multi-trait multi-environment modelSANE-RETAMALES
et al., 2011; ARRIAGADA et al., 2012; MORA and SERRA, 2014; JUN@RfEet
al., 2016). In a study on popcorn, Couto et al. (2015) concludsdatiBayesian
model could produce more reliable results for the ideatibn of genotypes with
broad or specific adaptability than the frequentist modelsThhe Bayesian
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approach could be useful to select maize inbred lines foptdke efficiency and N-
utilization efficiency at both low and high N levels.

The objectives of this study were therefore to use Bayasfarence to: (i)
estimate genetic parameters for N-uptake efficiency andilidation efficiency
under contrasting N levels in the soil; (ii) identify supemaize inbred lines for N-
uptake efficiency and N-utilization efficiency; (iii) prope a multi-trait multi-
environment model under a Bayesian approach.

4.2. Material and Methods
4.2.1. Plant Material

The genetic material consisted of 64 tropical maize inbrezbliThe maize
inbred lines represent a set of diverse germoplasm frermtiize breeding program
of Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa, Minas {Sestate, Brazil. They
were obtained from different sources of tropical magsemoplasm: commercial

maize hybrids, maize populations and maize open-pollinarésties.

4.2.2. Field Experiments
The 64 tropical maize inbred lines were evaluated in 2014 at UFV
Experimental Station in Coimbra (latitude 20°51'24"S; longit4@848'10"W,
altitude of 720 m asl), located in southwest Minas Geraig,sBrazil. Maize inbred
lines were evaluated in two independent experiments underasbong levels of N:
low nitrogen (LN) and high nitrogen (HN). The design of eaexperiment was an 8
x 8 lattice square with two replications and two-row pldtse plot size was 6.4 m
(4 m long with 0.8 mmow spacing and 0.2 m plant spacing). At the LN level, 30 kg
ha® of N was applied. At the HN level, 180 kg hwas applied. Trait management
was the same for all N level experiments, employing staraigricultural practices.
Grain yield was recorded from all ears on the plot at plogical maturity.
Ears were shelled, the grain weight and grain moisture pegeemtare recorded,
and grain yield (kg h8 was calculated at 145 g kgmoisture. At physiological
maturity, five representative plants were harvested feach plot by cutting them
close to the soil surface. All plant stover together withs (with kernels removed)
at maturity were chopped and oven-dried to a constant waigh@°C for 72 hours.
The harvest ears were also oven-dried at 70°C for 72 Héram and stover samples
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were milled using an analytical mill and analyzed for N accortinthe Kjeldahl
method (BEMNER and MULVANEY, 1982).

The components of NUE were calculated according to Mal.g1982): N-
uptake efficiency was calculated as the ratio of the tbta(kg ha') in the
aboveground biomass to total N in the soil (kg)hand N-utilization efficiency was

calculated as the ratio of grain yield (kg*'hao total N (kg hd) in the aboveground
biomass.

4.2.3. Statistical Analysis

N-uptake efficiency and N-utilization efficiency were analyaising single
and multi-trait models via the Markov Chain Monte Ca(MCMC) Bayesian
approach. The idea was to compare: (i) the full modelsfdenng the interaction
between the genotypes and N levels) with the null modet €onsidering the

interaction); (ii) the estimates of the genetic paransefrom single- and multi-trait
models at LN and HN levels.

The multi-trait multi-environment model was given by:
Y=XB +2Zir +Zb +Zu +¢ (1)

Which can be rewritten as:

2

b11(/,1)
B(4,1) ri(4,1) f u(,1) e(/,1)
Y1 B(h,2) rz(h,1) bs2(h,1) u (1) | ehl)
=X e + 71| eeees + 72| eeeees + 73 eeeee- B
Y2 B(4,2) ri(/,2) bu,?2) ue,2)| |2
B(h,2) rz(h,2) : uh,2) \e(h2)

bs2(h, 2)

Where: ¢ represents low anch represents high N; 1 represents NUpE and 2
represents NUtE; y is the vector of the phenotypic vatigbe traits (NUpE and
NUtE); B is the vector of systematic effects of environment (N levels),

B~N(@,Ie2,); ris the vector of the replication inside the envirenieffect,
r ~NQ,l ®Xr); b is the vector of random effects of block insidelicapion inside

environment,b~ N(O, I, ); u is the vector of random effects of genotypes,
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u~NQ,leXu); ¢ is the vector of random residual effects; NO,le2>.:). X is
the incidence matrix of environment (N level) effects,iZthe incidence matrix of
replication inside the environment effect, i the incidence matrix of block inside
replication inside environment effects ang ig the incidence matrix of genotype
effects.

The (co)variance matrix estimates are given by:

2 2
Ouw Ouwhy **° Ouw@w2 Ouht2 Ouw Orwhe *° Onp2 Ornpe)
2 2
Ouhty Ouwg *° Ount2) O w2 Ounwy Omy = Oune2 Om@2)
Zu - . . . . . e . . . .
2 2
Ouww2) Owht2 ' Ouw@ Ouhp Ouwa O On@ O
2 2
Ount2) Oun@2) ** Ouhe O Q) Ouha2 Ome2 " Owune On@
2 2
O Owhy *° Oww2 Ownw Oqan Oahp " Ow@2 Ogh)
2 2
Owhay Obhg *° Ow,ni2 O b2 Oanty Oehiy *° Oenw2) Oeh2)
Ty = . . . . . y, = . . . . .
2 2
Ow@2) Owhna2) *° Ow@e Ouh@ Oa12) Oeaha2 ° Oea@ Oean
2 2
Owht2) Owha2) ° Owhe O bh) Oeant2 O ° Oeah@  O:h(

Where: ¢ represents LN and h represents HN; 1 represents NUpE amie2asts
NUE. We assumed that the variance-covariance reatfalow an inverted Wishart
distribution, which was used as a priori to model the wadecovariance matrix
(VAN TASSELL and \AN VLECK, 1996).

The model was implemented in the “MCMCglmm” R package (HADFIELD,
2010; HADFIELD and NAKAGAWA, 2010) of R software (R Developmentr€o
Team, 2016). A total of 1,000,000 samples were generated, andiragsuburn-in
period and sampling interval of 500,000 and 5 iterations, respctihis resulted in
a final total of 100,000 samples. The convergence of MCMC chasked by the
criterion of Geweke (1992), which was performed using the “boa” (SMITH, 2007)
and “CODA” (convergence diagnosis and output analysis; PLUMMER et al., 2006)
R packages.
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The full (considering the inbred lines x N levels interagtiolodels were
compared with the null (not considering the interactiomgdels by the deviance
information criterion (DIC) proposed by Spiegelhalter el. g2002):

DIC = D(@)+ 2po, Where D(9) is a point estimate of the deviance obtained by
replacing the parameters with their posterior meansnatss in the likelihood

function andp, is the effective number of parametersiénrhodel. Models with

smaller DIC should be preferred to models with higher DIC.

Variance components, broad-sense heritabipigr plot coefficients of
residual and genetic variation, the variation index & genotypic correlation
coefficients between traits and breeding values weraileédel from the posterior
distribution. The pckage “boa” of R software was used to calculate the highest
posterior density (HPD) intervals for all parameters. Posteestimates for the
broad-sense heritability of NUpE and NUtE for each int&vacwere calculated

from the posterior samples of variance components aatdig the model, using the

expression:
2(i)
Z(i): Oy
2(i) 2() 2¢) 2() !
(09 tor Tow To. )
. 2(i) 2(i) 2(i) 2(i) . . . . . . .
Where.ag . 1 o, and; "are the genetic, replication, block inside replication

and residual variances for each iteration, respectivEhe genetic association

between the pairs of traits in each environment was letdtlias:

_ O g(1,2)

Moy = (genetic correlation between traits at LN level)

O gt1)0 g1(2)

O gh(1,2)

2 2
O gh(1)O gh(2)

4.3. Results and Discussion

and Mooz = (genetic correlation between traits at HN level).

All chains achieved convergence via the criterion of Geweke (1992)
According to the deviance information criteria (DIC),rthevas positive evidence of
interactions between inbred lines and N levels for all isoaealyzed (Table 1). The

inbred lines x N levels interaction for plant traits cales that the best genotypes
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under LN are not the same as at an HN level (MEDICI .et2805). Thus, when

selecting maize inbred lines, the target environment musbhsdered.

Table 1 Deviance information criteria for the full (consideyi® x E interaction) and

null (not considering the interaction) models.

1 Deviance information criteria (DIC)
Model Trat Full model Null model
Multi-trait NUpE, NUtE 604.79 1958.81
Single-trait NUpE 102.42 197.35
Single-trait NUtE 226.89 1814.98

NUpE (N-uptake efficiency, kg haof N absorbed/kg haof N supply); NUtE (N-
utilization efficiency, kg haof grain/kg hd of N in the plant at maturity).

For the full model, the average values for NUpE were 0.4924@B, and
for NUtE were 28.842 and 30.318, under HN and LN, respectively (Pabla the
multi-trait multi-environment (MTME) model, NUpE at HN ahél were found to
be weakly heritable with Bayesian credible intervalsolfpbility of 95%): R =
4.177x10°-0.090 and h= 6.644x10-0.135, posterior modes? k 0.016 and h=
0.023, at HN and LN, respectively. The NUtE at HN was found to eyhingritable
whereas at LN it was moderately heritable, with crediblerwals (probability of
95%) ranging from: = 0.240-0.674 and h= 0.084-0.396, posterior modes? k
0.490 and h= 0.215, respectively. The difference between mean, modenadin
heritability estimates (Table 2 and Table 3) reflects staok of symmetry in the
posterior distribution estimates (MORA and SERRA, 2014punstudy, we found
higher heritability for NUpE at LN and higher heritability tdUtE at HN level. In a
study on maize hybrids in three N levels, Presterl ef2@D2) also found that, for
NUpE, the estimates of heritabilityqjtincreased with a decrease in N level, whereas
for NUtE, the highest heritability was estimated at an el
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Table 2 Posterior inferences for the mean and genetic vajaie mode, mean,
median and higher posterior density (HPD) interval oflitead-sense heritability;
and the mode, mean, median and higher posterior deh#ip)( interval of the

genetic correlation, considering the proposed multi-tnaiki-environment model.

Ly . h’ HPD (95%)
Trait Nlevel  Mean ‘s Mode Mean Median Lower Upper
NUpE HN 0.499 0.095 0.016 0.038 0.032 4.177E-05 0.090
NUpE LN 2,103 0.183 0.023 0.057 0.049 6.644E-05 0.135
NUtE HN 28.842 40.323 0.490 0.463 0.475 0.240 0.674
NUtE LN 30.318 27.534 0.215 0.233 0.229 0.084 0.396
Genotypic correlation HPD (95%)
Mode Mean Median Lower Upper
NUpEXNUtE  HN - - -0.052 -0.051 -0.052 -0.330 0.241
NUpEXNUtE LN - 0.018 -0.002 -0.003 -0.328 0.338

UNUpE (N-uptake eff|C|ency, kg Heof N absorbed/kg Faof N supply); NUtE (N-
utilization efficiency, kg hdof grain/kg h& of N in the plant at maturity).

In the current study, the posterior mean of the gerwirrelation between
NUpE and NUtE was not significantly different from zero (958édible intervals)
under both N levels (HN: -0.330 to 0.241; LN: -0.328 to 0.338) (Table 2). dtio
some studies consider NUpE and NULE to be not independenafstatistical point
of view, in the present study the opposite was observedtePret al. (2002)
evaluated N-utilization efficiency and N-uptake efficiency tivo sets of maize
hybrids, one produced from crosses among maize inbred liregesklat HN and
another set of hybrids from inbred lines selected at LK. dttthors found that at LN,
for hybrids from lines selected at HN, N-utilization e#iocy was positively related
to NUpE, whereas at HN, it was negatively and highly relatddUpE. However,
for hybrids from lines selected at LN, there was no ¢aticen among components of
NUE and both components of NUE were independent. BertitGaitidis (2000) also
found that the genetic correlation between componendUi was not significant
and each was approximately equally related to NUE. Thus, dzemnbred lines,
NUpE cannot be used for indirect selection of NUtE, and varsa, and the genetic
improvement for NUE in maize breeding programs should congidemprovement
of NUtE and NUpE.

For the single- and multi-trait models, the meansmedes for NUpE and
NULE were always higher in LN inputs than in HN (Table 2 dathle 3), with a

more pronounced difference between environments for NUpE Nhétk. Gallais
66



and Coque (2005) reported that NUE is higher at LN level th&iNalevel and this
Is due to the fact that the efficiency of N decreasdbefertilization level increases.
These authors also mentioned thlptantitative trait loci (QTL) studies tend to
confirm that variation in NUtE is greater than variaiom™NUpE at LN environments
and the opposite occurs at HN environments. In the presedy, the genetic
variance was greater for NUpE in LN and greater for NUtBNh(Table 3). These
different values between the environments (N levels) neaguz to the biological
response of the inbred lines to the nutritional N str€sslais and Hirel (2004)
verified that the genes responsible for the contrdllOE are expressed according to
the availability of the nutrient to the plant and capsmtly, the magnitude of
genetic variability is expressed differently in contrastenvironments. It was
noticed here that posterior inferences for the gepetiameters obtained through the
multi-trait model were very similar to the ones obtained uglothe single-trait
models (Table 2 and Table 3).

Table 3 Posterior inferences for the mean and genetic vajaie mode, mean,
median and higher posterior density (HPD) interval of thedsanse heritability,

considering the single-trait multi-environment models.

Trait N level Mean o? h” HPD (95%)

9 Mode Mean Median Lower Upper
NUpE HN 0.492 0.051 0.014 0.039 0.033 1.227E-05 0.095
NUpE LN 2.111 0.156 0.067 0.092 0.084 2.064E-04 0.199
NULE HN 28.872 40.854 0.500 0.462 0.476 0.223 0.673
NULE LN 30.336 29.320 0.226 0.239 0.235 0.081 0.411

“NUpE (N-uptake efficiency, kg Feof N absorbed/kg haof N supply): NUtE (N-
utilization efficiency, kg hd of grain/kg h& of N in the plant at maturity).

One of the advantages of Bayesian methods is the atilitsiccess the
posterior density intervals of genetic parameters (Fignd Fig. 2). The breeding
values of the maize inbred lines for each trait andr thigjhest posterior density

(HPD) intervals were obtained and were used to assist setbetion of genotypes.
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Figure 1 Posterior density for the multi-trait multi-environmenbdel above (left:
NUpE and right: NUtE) and for each of the single-trait wertvironment models
below (left: NUpE and right: NUtE). The solid line represetiite posterior density
for the HN level, while the dotted line represents the gr@st density for the LN

level.
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Figure 2 Posterior density for the genotypic correlation betwd traits nitrogen-
uptake efficiency (NUpE) and nitrogen-utilization efficiency @&Y for the multi-
trait multi-environment model. The solid line represehtspgosterior density for the

HN level, while the dotted line represents the posteriositefor the LN level.

The relative variation index is the ratio of the fficeent of genotypic
variation to the coefficient of residual variation\(@CVe). Relative variation
indices that are greater than the unit suggest that gerstation is more influential
than residual variation. This was observed in this studipdth traits but only in HN
input, suggesting that there was a greater influence of #igued variation under
low N level than high N level. Highest CVe and CVg werseavbed for NUpE in
HN input, whereas lowest CVg was observed for NUtE in LN inpabl@4).
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Table 4 Coefficient of residual variation (CVe, %), coeffioteof genotypic variation
(Cvg, %) and relative variation index (CVg/CVe) for the mtigiit multi-

environment model and the single-trait multi-environmenti@hs

Model Trait N level CVe (%) CVg (%) CVg/CVe
NUpE HN 51.36 61.66 1.20

. NUpE LN 21.61 20.35 0.94
Multi-trait NUEE  HN 19.53 22.02 1.13
NUtE LN 29.49 17.31 0.59

NUpE HN 38.31 45.67 1.19

Single-trait NUpE LN 19.18 18.74 0.98
NUtE HN 19.57 22.14 1.13

NUtE LN 29.33 17.85 0.61

NUpE (N-uptake efficiency, kg Heof N absorbed/kg haof N supply); NUtE (N-
utilization efficiency, kg haof grain/kg hd of N in the plant at maturity).

We adopted the MTME model for the inbred lines selectsince a
combined analysis takes more data into considerationarggquently is often more
accurate to predict breeding values than single modelsP#IEand MOHRING,
2007; VIANA et al., 2012). According to Thompson and Meyer (198@),ricrease
in accuracy with the use of multi-trait best linear asbkd prediction (BLUP)
analysis compared with single-trait analysis is proportitm¢he difference between
the genetic and environmental correlations of the analyaéd. In order to compare
the ranking of the most efficient tropical maize inbratedi between multi- and
single-trait models for each trait in a given environmethie percentage of
coincidence of the top 10 inbred lines list (not considetieg brder in the list) was
calculated. For NUpE the coincidence percentage betweenswoae 80% and 70%
at LN and HN, respectively. The coincidence percentagblftE was 100% under
both N levels. The high percentage of coincidence betwaskings of the multi-
and single-trait models may be, as already mentionedtodilne fact that the genetic
correlation between the traits was not significant. Geneaterit estimates of
individuals, whether or not they consider genomic informatiare in general
estimated more accurately when they are based on asdhgt consider all the traits
simultaneously— that is, under a multivariate approach (SILVA et al.,, 2011;
AZEVEDO et al.,, 2013). In a study with popcorn half-sib famjligsana et al.
(2010) found that multi-trait BLUP (Best Linear Unbiased Ptamhi¢ was more

accurate and efficient in family selection than singl@-BaUP. The effect of the G
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x E interaction was significant, which indicates thatrttegze inbred lines responded
differently to N levels. In order to compare the rankifignbred lines between the
environments (HN and LN) for each trait in a given mode¢ percentage of
coincidence of the top 10 inbred lines list was calculated asilbed@bove. For the
trait NUpE, 20% and 30% of coincidence between N levels waesreed for the
multi-trait and sinlge-trait models, respectively, wheréa NULE, the coincidence
was 100% for both models. This result suggests that the Nk3HtE was more
influenced by the N level than NUtE.

Superior inbred lines in a given environment (N level) forvemgitrait were
identified through the breeding values obtained in the MTNk&yais. The superior
inbred lines presented greater breeding values for the gig@&nThe inbred lines
that stood out from the others for NUpE were, at the HNI|e¥ML010, VMLO17,
VMLO77, VMLO14, VML037, VML009, VML0O16, VML032, VMLOO05, VML040,
whereas at the LN level, VML0O17, VMLO51, VMLO16, VML002, VMLO33,
VMLO019, VML022, VML188, VML048 and VMLO034 presented good performances
compared to the other inbred lines. For NUtE, the mostiefii maize inbred lines
were VMLO81, VML022, VML183, VML032, VMLO51, VMLO16, VMLOZ20,
VMLO027, VML028 and VMLO13 for both N levels. Another observatioattmust
be reported is that the VMLO016 inbred line was the only oneaghyaared in the top
10 list for both traits in the two considered N levgi®ssibly constituting an

important source of genes for NUE traits.

4.4. Conclusions

In this study, N-uptake efficiency and N-utilization effiecy were found to
be influenced by the G x E interaction. NUpE was not Baamitly genetically
correlated to NUtE in HN and LN environments. Plant breedites deal with data
involving a group of genotypes that are evaluated for naltiits across a range of
environments, so this study demonstrates the use of atnaititrather than single-
trait model and brings a new perspective on the applicatiddayesian methods to
plant breeding.

The panel of inbred lines evaluated presents genetic vagahilliich is
fundamental for the selection and improvement of tdiiaterest. This variability is
particularly important in low nitrogen environments, whichhis tondition that most
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small farmers that grow maize in the tropics expegerConsidering the results of
this study, the next step is to cross maize inbred lirdscted for N-uptake
efficiency and N-utilization efficiency and to evaluate tiybrids produced.
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5. Conclusdes Gerais

Os painéis de linhagens endogamicas de milho tropical estudadas)l®os
os capitulos, apresentaram variabilidade genética para @&Eteses avaliados;
portanto apresentam potencial para serem utilizados paraldingielhoramento
genético.

Quanto a interagdo genotipos x ambientes (linhagens x diesds), no
Capitulo 1 observou-se efeito significativB<(Q,05) para os caracteres MPAS
MTS. Estudos de diversidade genética apresentaram déesregrupamentos de
linhagens para cada nivel de N, evidenciando a importancia dede@nsos
ambientes separadamente no ato da sele¢do de gendétipoapiildoC2, de acordo
com o Critério de Informacao dos Desvios (DIC), NUpE e NidtBm influenciados
pela interacdo genotipos x ambientes em todos os maddstasos.

Linhagens promissoras foram identificadas para importasdescteres de
raiz e componentes da eficiéncia no uso de N, nos Capltudo2, respectivamente.
Como mencionado na Introducédo Geral, das 150 e 64 linhagens eseseist
experimentosios Capitulos 1 e 2, respectivamente, 42 estiveram presmtasbos
0s experimentosAs linhagens que foram destaque no Capitulo 1, para casader
raiz, e que também estdo presentes no Capitulo 2: VMLO020YRe VMLO76.
Dentre estas, destacou-se no Capitulo 2 a VML022, querfoed 92 linhagem mais
eficiente na absorcéo de N, e a 32 e 22 linhagem masnédiaia utilizacdo de N, em
baixo e alto N, respectivamente. Ja a linhagem VMLO16, giestao Capitulo 2
para eficiéncia na absorcao e utilizacdo em amigsgveis de N, no Capitulo 1 ela
foi a 242 e 302 com maior comprimento radicular total, laixo e alto N,
respectivamente; e a 192 com maior massa radiculartaeta,em baixo quanto em
alto N. Essas informacBes serdo de grande importanciaopg@anejamento e
orientacdo dos futuros cruzamentos entre as linhagens dgrafa de
Melhoramento de Milb — Programa Milho UFV visando a obtencdo de hibridos

eficientes no uso dd.
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