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RESUMO

Em virtude da escassez de trabalhos envolvendo o efeito das caracteristicas, com
énfase naquelas mais precoces, na divergéncia genética em milho cultivado sob
condicbes de alto e baixo nitrogénio, no estado do Tocantins, foi realizado o presente
estudo. No ano agricola 2012/13, foram realizados dois ensaios de competicdo de
genadtipos de milho na Estacdo Experimental da Universidade Federal do Tocantins,
Campus de Gurupi, sendo um representado pelo maior fornecimento de nitrogénio
em cobertura (150 kg ha™ - alto N) e outro pelo menor fornecimento (0 kg ha™ -
baixo N). Em cada ensaio, o delineamento experimental utilizado foi de blocos
casualizados com 12 tratamentos e trés repeticoes. Os tratamentos foram
constituidos de 12 genotipos, representados por seis populacdes de polinizacao
aberta e seis linhagens. Foi realizada a analise de variancia nas caracteristicas para
procedimento da divergéncia genética, empregando-se as técnicas multivariadas. A
divergéncia genética foi avaliada por meio de procedimento multivariados: distancia
generalizada de Mahalanobis, método de agrupamento de otimizacdo de Tocher e
meétodo proposto por Singh. O fornecimento de nitrogénio influenciou na divergéncia
genética e na contribuicdo relativa das caracteristicas. O teor de clorofila pode
auxiliar na identificacdo prematura de genatipos divergentes, propiciando reducao de
tempo e custos.

PALAVRAS-CHAVE: Melhoramento genético, stresse nutricional, Zea mays L.
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TRIATS BEFORE AND AFTER PHYSIOLOGICAL MATURITY IN G ENETIC
DIVERGENCE OF MAIZE UNDER DIFFERENT NITROGEN LEVELS

ABSTRACT

This studty was conducted because there were little studies about the effect of traits
(with an emphasis on those earlier) in genetic diversity of maize under high and low
nitrogen conditions, in Tocantins state. In the season 2012/13, they were conducted
two field experimetns with maize genotypes in the Experimental Station of the
University of Tocantins, Campus Gurupi, and each one was represented by the
nitrogen level: high supply of nitrogen in coverage (150 kg ha™ - High N) and; low
supply (0 kg ha™* - low N). The experimental design was a randomized block with 12
treatments and three replications. The treatments were consisted of 12 genotypes,
and they were represented by the six open-pollinated and six lines. The analysis of
variance was done for the genetic divergence procedure, and they were using
multivariate techniques. The genetic divergence was evaluated by multivariate
methods: Mahalanobis distance, Tocher grouping and the method proposed by
Singh. The supply of nitrogen was influenced the genetic divergence and the relative
contribution of traits. The chlorophyll content can be assist in early identification of
divergent genotypes, and this can be promove reduction of time and costs.
KEYWORDS: Breeding, nutritional stress, Zea mays L.

INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € cultivado e consumido em todos os continentes,
devido principalmente a sua elevada importancia na alimentacao animal, humana e
como matéria-prima para a industria (BARAVIERA et al.,2014). Na regido Norte a
produtividade do milho é baixa por causa, principalmente, das altas temperaturas, do
baixo nivel tecnolégico dos produtores e da insuficiéncia de sementes melhoradas
de variedades adaptadas as condi¢cOes de estresses abioticos (CANCIELLER et al.,
2011). No Estado do Tocantins embora a cultura do milho ocupe uma posicéo de
destaque, a produtividade ainda é baixa chegando a 3.785 kg ha™ na safra
2013/2014, comparada com a média nacional que foi de aproximadamente 5.109 kg
ha™* (CONAB, 2013).

Em programas de melhoramento genético € necessario o conhecimento da
heranca das caracteristicas envolvidas e a base genética dos progenitores e essas
informacdes podem ser obtidas através de estudos de divergéncia genética
(OLIVEIRA et al., 2013; PELUZIO et al., 2014; REINA et al., 2014). A partir desse
estudo, tem-se o conhecimento da variabilidade genética das populacdes (ZAMAN &
ALAM, 2013).

No estudo da diversidade genética de uma populacdo, sdo utilizados
caracteres agrondémicos, morfolégicos e moleculares os quais, sdo submetidos as
técnicas biométricas multivariadas, permitindo unificar multiplas informacdes de um
conjunto de caracteres (CRUZ & REGAZZI, 2004; LOPES et al., 2014).

A utilizacdo de varios ambientes é importante em estudo de divergéncia
genética, pois reduz a possibilidade de obter informacdes equivocadas
(CARGNELUTTI FILHO et al., 2008). RIOS et al. (2010), observaram em estudo de
divergéncia genética para o conteudo de carotendides em gendtipos de milho, que
ambientes com diferentes niveis de fertilidade do solo, promoveram alteracdes na
expressao dos caracteres avaliados.
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Na avaliacdo da importancia relativa dos caracteres, ha um grande interesse
visando destacar as caracteristicas que mais contribuem para a discriminacdo dos
genadtipos avaliados e que ocorram mais precocemente no experimento, podendo
reduzir custos e tempo da pesquisa. A presenca de divergéncia genética entre
acessos de germoplasma € essencial, porém, os resultados satisfatérios sdo obtidos
somente se o0 germoplasma utilizado também apresentam valores elevados para as
caracteristicas de interesse. Conforme REGO et al. (2011) os caracteres que
contribuirem com percentual muito baixo ou ndo contribuirem para a variabilidade
detectada podem ser descartados. Dentre os métodos mais utilizados com o fim de
determinar a contribuicdo de cada varidvel para a divergéncia genética entre
subamostras estudadas estdo o das variaveis candnicas e 0 método de SINGH
(1981), que avaliam os individuos em varios aspectos (CRUZ & REGAZZI, 2004).

Neste sentido, estudos com a divergéncia genética permitirdo a identificacao
de gendtipos superiores, propiciando incrementos nos atuais indices de
produtividade na cultura do milho no estado do Tocantins, com consequente reducao
da abertura de novas areas e, também, do impacto ambiental. Assim, em virtude da
escassez de trabalhos envolvendo o efeito das caracteristicas, com énfase naquelas
mais precoces, na divergéncia genética em milho cultivado sob condi¢des de alto e
baixo nitrogénio, no estado do Tocantins, foi realizado o presente estudo.

MATERIAL E METODOS

No ano agricola 2012/13, foram realizados dois ensaios de competicdo milho
na Estacdo Experimental da Universidade Federal do Tocantins, Campus de Gurupi
(280 m de altitude, 11°43" S, e 49°04' W), sendo um representado pelo maior
fornecimento de nitrogénio em cobertura (150 kg ha™ - alto N) e outro pelo menor
fornecimento (0 kg ha™ - baixo N). Os ensaios foram implantados no dia 31 de
outubro de 2012, em solo do tipo Latossolo Vermelho-Amarelo Distrofico.

O clima é tropical semi-umido classificado de AW (tropical de verdo umido e
periodo de estiagem no inverno), sendo a vegetacdo predominante o cerrado (87%
de seu territério) com a floresta de transicdo (13%) amazonica (KOPPEN & GEIGER,
1928).

O delineamento experimental utilizado em cada ensaio foi de blocos
casualizados com 12 tratamentos e trés repeticoes. Os tratamentos foram
constituidos de 12 genotipos, composto por seis populacdes de polinizacdo aberta
(P1, P1, P3, P4, P5 e P6) e seis linhagens Ss (L1, L2, L3, L4, L5 e L6).

Na instalacdo dos ensaios foi utilizado o sistema de preparo de solo tipo
convencional, com uma gradagem. Os tratos culturais foram realizados de acordo
com as recomendacdes técnicas da cultura (FANCELLI & DOURADO-NETO, 2000).

A adubacdo de semeadura utilizada foi a mesma em todos os ensaios, com a
aplicacdo de 500 kg ha™ da formulacdo NPK 05-25-15, segundo a anélise de solo. A
adubacdo de cobertura foi diferenciada, sendo que no ensaio baixo N nédo foi
realizada a adubacé&o de cobertura, ja no outro ensaio, alto N, foi efetuada adubacao
na dose de 150 kg ha™ de N via sulfato de aménio, entre os estadios fisiolégicos V4 -
V6.

As caracteristicas avaliadas foram organizadas conforme os estadios
fenologicos da cultura do milho, conforme a classificacdo de RESENDE et al. (2003).
Em condi¢cbes de campo (C), foram avaliadas as seguintes caracteristicas: 1) altura
de planta 1 (AP 1) entre estadios V8-V10; 2) altura de planta 2 (AP 2); entre estadios
V10-VT, mensuradas através de régua graduada; 3) diametro do colmo 1 (DC 1) no
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estadio V8; 4) diametro do colmo 2 (DC 2) estadio V10; 5) diametro do colmo 3 (DC
3) no estadio VT, obtidos através de paquimetro digital entre o terceiro e quarto no;
6) primeira leitura foliar de clorofila (CAys.vs, CB ve.vs € CT vs.vs) foi realizada entre os
estadios fenoldgicos V6-V8; 7) segunda (CAvtri, CB vrr1 € CT vyrr1) entre os
estadios VT e R1; 8) A severidade das doencas foliares foi avaliada por meio de
escala de notas (ND) estadio R3, utilizando a proposta por AGROCERES (1996). As
leituras do teor de clorofila nas folhas foram realizadas por meio do clorofildbmetro
ClorofiLOG 1030® (FALKER AUTOMACAO AGRICOLA, 2008). Foram coletadas
leituras de duas plantas por parcela, em que primeira, a leitura foi realizada na folha
completamente expandida e, na segunda, na folha oposta a insergéo da espiga.

Ainda sob condi¢cdes de campo foram obtidas as seguintes caracteristicas: 1)
namero de folhas (NF); 2) diametro de espiga com palha (DE CP); 3) comprimento
de espiga com palha (CE CP); 4) massa de planta inteira (MPI); 5) massa de espiga
com palha (MEP); 6) altura de espiga (AE); que foram avaliadss no estadio
fisiolégico R6. Em condicbes de laboratério (L), foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: 1) massa de espiga sem palha (MES); 2) niumero de fileira por
espiga (NFE); 3) numero de gréo por fileira (NGF); 4) diametro de espiga (DE); 5)
comprimento de espiga (CE); 6) produtividade de gréos, (PG); 7) massa hectolitra
(MH); 8) massa de 100 graos (M100G) e 9) Cor (COR); que foram avaliadas apés
estadio fisiologico R6.

Foram realizadas analises de variancia para as caracteristicas obtidas em
laboratério e em campo, para cada nivel de adubac¢do. Em seguida, para cada nivel
de adubacédo, foram realizados estudos de divergéncia apenas para as
caracteristicas de campo (C), apenas para as caracteristicas de laboratério (L) e
para ambas (C+L) ao mesmo tempo.

Na aplicacdo da técnica de agrupamento dos genétipos, adotou-se a distancia
generalizada de Mahalanobis (D?), como medida de dissimilaridade, levando em
consideracdo o grau de dependéncia entre as variaveis estudadas. Com relacédo ao
estabelecimento de grupos similares, foi aplicado o método hierarquico aglomerativo
de otimizacdo proposto por Tocher, cujos calculos foram igualmente embasados na
distancia generalizada de Mahalanobis.

Na estimativa da contribuicdo das caracteristicas na divergéncia genética foi
empregado o método proposto por SINGH (1981). Para a realizacdo das andlises
utilizou-se o programa Genes (CRUZ & REGAZZI, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 sédo apresentados os grupos formados pelo método de Tocher
para as caracteristicas de campo + laboratério (C+L), apenas de campo (C) e
apenas de laboratério (L), sob alto e baixa dose de N em cobertura.

Para as caracteristicas em conjunto de campo e laboratorio (C+L) em baixo N,
foram formados nove grupos. Os trés primeiros grupos (I, Il e Ill) foram constituidos
por dois genotipos; ja os demais grupos (IV, V, VI, VII, VIII e IX) por apenas um
genotipo por grupo. No ambiente de alto N houve a formacédo de dois grupos (I e Il)
com trés gendtipos, um grupo com dois gendtipos (lll) e quatro grupos com apenas
um gendtipo (1V, V, VI, VII).

No estudo apenas das caracteristicas de campo (C), no ambiente de baixo N,
os dois maiores grupos foram formados por trés genotipos (I, 1V), seguindo de dois
grupos formado por dois genatipos (ll, 11l) e dois grupos com um genotipo (V, VI). Ja
nas condic¢des de alto N, o grupo com maior nimero de genaétipos (trés) foi o grupo |,
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seguido dos grupos Il, Ill, IV com dois gendtipos e com apenas um genotipo estao os
grupos V, VI e VII.

Para as caracteristicas apenas de laboratorio (L), em baixo N, foram formados
seis grupos de médias. Os grupos | e lll apresentaram trés gendtipos, seguido dos
grupos Il e 1V, com dois genotipos e, com um genaotipo os grupos V e VI. Em alto N,
0s sete grupos foram assim distribuidos: grupos | ao V apresentaram dois genaotipos,
seguindo dos grupos VI e VIl com apenas um componente.

De acordo com OLIVEIRA et al. (2009), grupos formados por apenas um
individuo apontam na direcdo de que tais individuos sejam mais divergentes em
relacdo aos demais. Isto facilita a projecdo dos trabalhos de melhoramento,
encontrando os genatipos distintos para futuros cruzamentos. Conforme SIMON et
al. (2012), para a obtencéo de hibridos em programas de melhoramento genético de
plantas, é importante a escolha de genitores para extracdo de linhagens, que sejam
complementares para o maior nimero possivel de caracteristicas de importancia
agrondémica.

Para PELUZIO et al. (2012), visando futuros trabalhos de melhoramento,
cruzamentos devem ser realizados entre 0s genoétipos de grupos diferentes.
Entretanto, o fato de dois genitores serem divergentes ndo implica superioridade de
seus hibridos. Estes resultados da analise de agrupamento avaliando as
caracteristicas com combinacgfes de alto e baixo N apenas caracterizam a existéncia
de agrupamentos distintos sob diferentes condicdes de fertilidade do solo,
provavelmente, pela expresséo diferencial dos genes.

Sob condi¢des de baixo N, para as caracteristicas isoladas de (C) e (L), houve
concordancia parcial na composicdo dos grupos, ou seja, a presenca dos gendtipos
1, 6 e 10 no mesmo grupo. Além disso, o genotipo 4 ocupou isoladamente um grupo
para (C+L) e (C). Por outro lado, sob alto N, foram formados sete grupos para todas
as caracteristicas, sem concordancia quanto a composicao dos grupos.

Quando comparados os ambientes alto e baixo N dentro de cada grupo de
caracteristicas, apenas 0s genétipos 1 e 11 ficaram alocados em um mesmo grupo
no estudo conjunto das caracteristicas (C+L).

As diferencas tanto no numero, quanto na composicdo dos grupos,
observadas pelos gendtipos nas diferentes doses de N, para as caracteristicas (C),
(L) e (C+L) foi resultante, provavelmente, do comportamento diferencial dos
genadtipos frente aos ambientes estudados, decorrentes da interacdo genaotipo X
ambiente. Ressalta-se que esta interacdo é oriunda da expressdo dos genes que,
dependendo das condi¢cdes ambientais, pode ser diferente (COIMBRA et al., 1999).
TABELA 1 - Agrupamento de genotipos de milho pelo método de Tocher, com base na

dissimilaridade expressa pela distancia generalizada de Mahalanobis, para as

caracteristicas de campo (C), de laboratério (L) e de campo + laboratério (C+L), sob
diferentes niveis de nitrogénio, safra 2012/13, Gurupi-TO

Grupos - C+L - c - L
Baixo N Alto N Baixo N Alto N Baixo N Alto N
| L5 P9 L2 P9 L3 L1 L6 P10 L5 P12 L6 L1 L6 P10 L3 L5
1] L2 L3 P7 P10 P8 P8 P9 P7 P11 L5 P8 L6 P12
1l L1 P11 L1 P11 L2 P12 L4 P9 L4 P11 P7 L1 L4
v P7 L5 L3 P11 P7 L1L2 L2 P12 P8 P11
\Y L4 L6 L4 P10 P9 P9 P10
VI P8 P12 L5 P8 L3 L2
VII L6 L4 L3 P7
VIl P12
IX P10

L = linhagen; P = populacéo; Alto N = 150 kg ha™ de N em cobertura; Baixo N = 0 kg ha™ de N em cobertura.
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Na Tabela 2 € apresentada a contribuicdo relativa das caracteristicas de C, L e
C+L mais relevantes para a divergéncia genética dos 12 genoétipos, nos ensaios alto
e baixo N. Foi observado que as caracteristicas ndo tiveram a mesma estimativa de
contribuicdo relativa e nem a ordem de classificagdo na contribuicdo da divergéncia
genética nos dois ensaios, caracterizando influéncia do ambiente. Dessa maneira,
justifica-se a utilizacdo dos ambientes distintos na avaliagdo da divergéncia genética
entre genaotipos de milho.

TABELA 2 - Caracteristicas avaliadas em campo e laboratério que mais
contribuiram na dissimilaridade genética (%) de 12 gendtipos de
milho, em condi¢cBes de baixo e alto fornecimento de nitrogénio em
cobertura (BN — 0 kg ha™®; AN — 150 kg ha™; respectivamente),
safra 2012/13, Gurupi-TO

Campo + Laboratério

Ensaio AE ND Cad Cg. Cr. Cga MES Outras ’
BN 8,53 6,77 14,97 2,58 15,08 5,99 2,33 43,75
AN 1,19 2,67 12,48 12,76 23,97 4,67 10,85 31,41
Campo
AE Cal Cs. Cr. Ce.i DC CE Outras -
BN 0,05 37,45 12,45 49,87 0,02 0,00 0,02 0,14
AN 11,28 2,96 4,48 6,11 16,86 9,34 12,71 36,26

Laboratorio

MES NG DE PG MH M100 Cor Outras

BN 8,18 10,02 8,0/ 19,00 14,33 14,95 16,80 8,65
AN 17,44 13,99 179 869 1139 11,14 13,88 5,57

AE = altura de espiga; ND = notas de severidade de doencas; Ca,, Cg,, Cr, = teor de
clorofila a, b e total entre os estagios V6-V8; Cg = teor de clorofila b foliar entre os estagios
VT-R1; MES = massa de espiga sem palha; DC = didmetro de colmo no estagio VT; CE =
comprimento de espiga com palha; NG = ndmero de graos por fileira; DE = didmetro de
espiga sem palha; PG = produtividade de grdos; MH = massa hectolitro; M100 = massa de
100 grdos; Cor = cor do grdo. , ~ e = = referem-se a 20; 11; e 1 caracteristica(s),
respectivamente.

Para as caracteristicas de (C+L), em baixo e alto N a maior contribuicdo
relativa foi da Clorofila Total V6 (15,08 e 23,97%, respectivamente). No estudo
apenas de (C), em baixo N, a clorofila Total CTe.vs (49,87%), foi a caracteristica mais
relevante. Entretanto em alto N a maior contribuicdo foi a Clorofila B VT-R1
(16,86%). Para apenas as caracteristicas de laboratério (L), em baixo N, a
produtividade de graos (19,00%) foi quem mais contribuiu; ja sob alto N, a maior
contribuicao foi o diametro de espiga (17,90%).

O teor de clorofila na folha é utilizado para predizer o nivel nutricional de
nitrogénio (N) em plantas, devido ao fato de a quantidade desse pigmento
correlacionar-se positivamente com teor de N na planta (HURTATO et al., 2011).

ZUFFO et al. (2012) afirmam que as leituras no medidor de clorofila na planta
no estadio de seis folhas poderiam predizer a resposta do rendimento de graos a
aplicacéo de N em cobertura. Estes resultados evidenciam a importancia das leituras
foliares de clorofila, quando analisadas juntamente com caracteristicas
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anteriormente e posteriormente ao estagio R6, na divergéncia genética, neste
trabalho.

MIRANDA et al. (2005), na avaliacdo de gendtipos de milho eficientes quanto
ao uso do nitrogénio, observaram pouca variagao da leitura foliar de clorofila entre
0S mesmos, tanto no estagio vegetativo quanto no reprodutivo. SOARES et al.
(2011) observaram em 160 linhagens, contrastantes quanto o uso do nutriente,
diferenca significativa (p < 0,01) com maior variagdo sob baixo fornecimento do
nitrogénio quanto a leitura foi realizada no estagio V10. MANSOURI-FAR et al.
(2010) também encontraram diferencas entre hibridos de milho nas avaliacdes feitas
nos estagios V8 e, R3 e ABE et al., (2013) no florescimento feminino, com maior
variacdo sem o fornecimento do nitrogénio.

BUENO et al. (2009) realizaram trés leituras foliares de clorofila apés o
florescimento em mais de 40 genotipos (populacdes e hibridos) e encontraram
diferencas entre os mesmos em todas as medi¢cBes. Ainda, realizaram analises
dialélicas que mostraram o efeito significativo da heterose nas duas primeiras
leituras e o comportamento heterdgeno dos genotipos nessas caracteristicas.

Assim, face a importancia do teor de clorofila para a divergéncia genética, em
trabalhos de melhoramento, a utilizacdo desta caracteristica permitiria aos
melhoristas identificar genoétipos divergentes antes do florescimento e, dessa
maneira, propor cruzamentos na geracao em andamento, ou seja, entre os estadios
V6 e V8.

CONCLUSOES
O fornecimento de nitrogénio influenciou na divergéncia genética e na
contribuicdo relativa das caracteristicas. O teor de clorofila pode auxiliar na
identificacdo prematura de gendtipos divergentes, propiciando reducédo de tempo e
custos.
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