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RESUMO

CAIXETA, Debora Santos, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2012. Selecao precoce e indireta para eficiéncia no uso de nitrogénio em milho.
Orientador: Roberto Fritsche-Neto. Coorientadores: Jodo Carlos Cardoso Galvédo e
Carlos Sigueyuki Sediyama.

O desenvolvimento de cultivares de milho com maior eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN) pode ser uma das grandes contribuicdes do melhoramento vegetal
para agricultura sustentavel. Diversos trabalhos avaliando a eficiéncia no uso de
nutrientes em estadios precoces ja foram feitos, visando acelerar o processo de selecdo.
No entanto, ndo ha relatos cientificos sobre o estadio ideal e quais o0s caracteres em cada
estddio que apresentam maior correlacdo com a EUN no final do ciclo. Assim, o
objetivo foi identificar os estaddios fenoldgicos e os caracteres secundarios que
maximizam a acuracia na selecdo precoce e indireta para a eficiéncia no uso de
nitrogénio em milho. Foram avaliadas trés linhagens endogamicas de milho em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticGes, em esquema fatorial
triplo (linhagens x niveis de N x estadio fenoldgico), em duas doses contrastantes de
nitrogénio, baixa e alta. As plantas foram avaliadas em cinco estadios fenoldgicos, quais
sejam: nove folhas completamente desenvolvidas (V9), 14 folhas completamente
desenvolvidas (V14), pendoamento (VT), florescimento (R1) e maturidade fisioldgica
(R6). Nesses estadios, as plantas foram avaliadas quanto aos seguintes caracteres:
eficiéncia na utilizagdo (EUtN), na absorcdo (EAbN), no uso (EUN) e na translocacao
de nitrogénio (ETrN), atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO,” h™* g MF),
atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, pmoles de GHD h™ g MF) e raiz
(GSr, umoles de GHD h™* g* MF), comprimento de raiz lateral (CRLat, cm) e axial
(CRAXi, cm), area de raiz especifica (ARe, cm? g), teor de clorofila (SPAD, pg cm™),
numero de folhas (NF), altura de planta (AP, cm), diametro de colmo (DC, cm), teor de
fosforo (TP, dag kg™) e potassio (TK, dag kg™). Posteriormente, foram feitas as analises
de variancia (ANOVA) individuais (para cada nivel de N, dentro de cada estadio), as
conjuntas para cada estadio e a conjunta geral envolvendo todos os trés fatores (trés
linhagens x dois niveis de N x cinco estadios fenoldgicos). Em seguida, para baixa
disponibilidade de N, foram feitos os desdobramentos das correlages fenotipicas por
meio da anélise de trilha, em efeitos diretos e indiretos dos caracteres: CRLat, CRAXi,
ARe, NR, GSa, GSr, SPAD, NF, AP, DC, TP, TK, ETrN (variaveis explicativas) sobre
o caracter EUN e seus componentes EAbN e EUtN (variaveis dependentes), de acordo

com suas significancias em cada estadio cujas plantas foram avaliadas. Por fim, foram
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estimados 0s ganhos com a selecdo direta (GSd) e indireta (GSi) das varidveis
explicativas sobre as variaveis dependentes, nos dois niveis de N. Considerando 0s
ganhos diretos e indiretos estimados sob a EAbN no estddio R6, conclui-se que as
atividades da glutamina sintetase, nos estadios V9 e V14, permitem a selecédo precoce e
indireta para eficiéncia no uso de nitrogénio em milho, nas condi¢bes de baixa e alta

disponibilidade de N, respectivamente.
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ABSTRACT

CAIXETA, Débora Santos, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, November, 2012.
Early and indirect selection for nitrogen use efficiency in maize. Adviser: Roberto
Fritsche-Neto. Co-Advisers: Jodo Carlos Cardoso Galvdo and Carlos Sigueyuki
Sediyama.

The development of maize cultivars with higher nitrogen use efficiency (NUE)
can be one of the great contributions of plant breeding for sustainable agriculture.
Several studies evaluating the nutrient use efficiency in the early stages have been made
to accelerate the selection process. However, there are no scientific reports about the
ideal stage and what are the characters at each stage that show high relationship with the
NUE, at the end of the cycle. Thus, the objective was to identify the phenological stages
and the secondary characters that maximize the accuracy in the early and indirect
selection for nitrogen use efficiency in maize. Three maize inbred lines were evaluated
in completely randomized design with five replications in three way factorial scheme
(lines x N levels x phenological stage) in two contrasting nitrogen doses, low and high
nitrogen. The plants were evaluated in five growth stages being: nine fully developed
leaves (V9), fourteen fully developed leaves (V14), tasseling (VT), flowering (R1) and
physiological maturity (R6). In these stages, the plants were evaluated for the following
characters: nitrogen utilization efficiency (NUtE), absorption (NADE), use (NUE) and
translocation (NTrE), activity of nitrate reductase (NR, mmoles of NO,” h™* g* MF),
glutamine synthetase activity in shoots (GSa, mmoles of GHD h™ g* MF) and root
(GSr, mmoles of GHD h™* g* MF), lateral root length (CRLat, cm) and axial (CRAXi,
cm), specific root area (ARe, cm2 g%, chlorophyll content (SPAD, mg cm2), number of
leaves (NF), plant height (AP, cm) , stem diameter (DC, cm), phosphorus content (TP,
dag kg™') and potassium content (TK, dag kg™). Later, the analyzes of variance
(ANOVA) were performed: individual (for each level of N, within each stage), the joint
for each stage and the joint general involving all three factors (3 lines x 2 levels of N x 5
phenological stages). Then, in low availability of N, the phenotypic correlations were
fractionated through path analysis in direct and indirect effects of characters: CRLat,
CRAXi, ARe, NR, GSa, GSr, SPAD, NF, AP, DC, TP, TK, NTrE (explanatory
variables) on the character NUE and its components NAbE and NUtE (dependent
variables) according to their significance at each stage whose plants were evaluated.
Finally, the gains were estimated with the direct (GSd) and indirect selection (GSi) of
the explanatory variables on the dependent variables in both levels of N. Considering

the estimates of direct and indirect gains under NAbE at R6 stage, it is concluded that
viii



the activities of glutamine synthetase, at stages V9 and V14, allow the indirect early
selection for nitrogen use efficiency in maize under conditions of low and high

availability of N, respectively.



1. INTRODUCAO

O milho € o principal cereal produzido no Brasil, sendo o pais o terceiro maior
produtor mundial da cultura. No periodo 2011/2012, a area plantada de milho, na
primeira safra, foi de 7,52 milhdes de hectares e, na segunda safra, foi de 7,58 milhdes
de hectares, com produtividades médias de 4.550 kg ha' e 5.085 kg ha™,
respectivamente (Companhia Nacional de Abastecimento, 2012). Essa produtividade e
considerada baixa, quando comparada com o potencial produtivo dos cultivares
disponiveis no mercado.

As variedades de milho brasileiras possuem um potencial de produtividade de
até 31,4t ha™* (Yamada, 1997). Entretanto, os cultivares atuais apresentam potencial para
alcancar produtividades de 13,8t ha™ (Sangoi et al., 2006). A baixa produtividade da
espécie no Brasil se deve a vérios fatores, dentre eles o fato de que o ambiente de
cultivo ndo esta permitindo a expressdo do potencial genético dos cultivares.

A producdo de milho, considerando apenas as areas aptas ao cultivo, ndo sera
suficiente para atender a demanda mundial desse cereal nas proximas décadas (Carvalho
et al., 2011). Nesse contexto, algumas alternativas podem ser adotadas como forma de
aumentar a producgéo brasileira de milho, como: exploragdo da cultura na entressafra;
utilizacdo de cultivares de maior produtividade ou, ainda, a expanséo do plantio nas
terras do cerrado. No entanto, além da baixa disponibilidade de agua e elevada acidez
dos solos, algumas regides do cerrado possuem limitacdo a producdo agricola devido a
baixa fertilidade do solo, especialmente de nitrogénio (N). Adicionalmente, nos ultimos
anos, 0 interesse pela agricultura sustentavel com menor consumo energético e
ecologicamente correto tem estimulado os programas de melhoramento de plantas a
desenvolver e, ou, selecionar cultivares que possuam maior eficiéncia nutricional, ou
seja, apresentem produtividade satisfatoria em condi¢bes de estresse nutricional e,
portanto, compativeis com o baixo investimento de producdo e com menor impacto
ambiental.

Os estresses abioticos podem desencadear uma série de respostas nas plantas a
partir de alteracdes da expressdo génica e do metabolismo celular. A duragéo,
severidade e frequéncia com que um estresse € imposto e, ainda, caracteristicas como as
de oOrgdos e tecidos, o estadio de desenvolvimento ou o genotipo também influenciam
na resposta das plantas ao estresse. Consequentemente, a diferente combinagdo de
condigdes pode provocar respostas diferenciadas das plantas para um mesmo tipo de
estresse (Fritsche-Neto & Borém, 2011).



Até o momento, os cultivares de milho utilizados ndo foram desenvolvidos para
o plantio em condigBes de estresse, tanto nutricional quanto hidrico, ou seja, o
melhoramento é realizado em condicGes 6timas. No entanto, o melhoramento de plantas
para estresse abidtico deve ser realizado em ambiente especifico e ndo em funcdo do
comportamento médio dos cultivares em ambientes favoraveis e desfavoraveis (Souza et
al., 2008). Isso se deve ao fato de os cultivares responderem de formas diferentes as
condigbes ambientais a que sdo submetidos. Nesse sentido, segundo Worku et al.
(2001), os alelos que controlam a produtividade em condicdes de estresse por baixa
disponibilidade de N no solo sdo, pelo menos parcialmente, diferentes dos alelos que
controlam essa caracteristica em condigdes ideais de cultivo.

O N estd entre os principais nutrientes responsaveis pelo aumento da
produtividade do milho e de outros cereais (Richardson et al., 2009). Esse nutriente tem
importante acdo no metabolismo da planta, principalmente na sintese de proteinas, e é
fundamental na producdo de gréos (Taiz & Zeiger, 2009).

Para a maioria das culturas, incluindo gramineas, o ciclo de vida das plantas, em
funcdo do metabolismo do N, pode ser, de modo geral, dividido em duas fases. Durante
a fase de crescimento vegetativo, a planta desenvolve raizes e folhas, as quais se
comportam como Orgdos-dreno, que eficientemente absorvem e assimilam minerais
como nitrogénio inorganico para amino&cidos e sintese de proteinas. Durante a fase de
remobilizacdo, as folhas comecam a se comportar como Orgdos-fonte, translocando
carbono e moléculas organicas para assegurar a formacdo de novos tecidos em
desenvolvimento e, ou, tecidos de armazenamento envolvidos na sobrevivéncia da
planta, tal como sementes, tubérculos ou bulbos (Masclaux et al., 2001). Melhor
entendimento do controle metabodlico e genético da aquisicdo e reciclagem durante essas
duas fases de crescimento e desenvolvimento da planta €, portanto, importante ndo s
por aumentar a produtividade das culturas, mas também para evitar 0 excesso no uso de
fertilizantes.

De modo geral, para alcancar elevadas produtividades, hd necessidade do
aumento do nivel tecnoldgico empregado, ocasionando 0 aumento do uso de insumos,
principalmente corretivos e fertilizantes, o que implica elevacdo dos custos de producao
e, consequentemente, dificuldade de adocdo por parte dos pequenos e médios
produtores. Por outro lado, a busca por altas produtividades leva os grandes produtores
a realizar adubacbes elevadas, principalmente de N. As altas doses desse nutriente
resultam no desenvolvimento de problemas na atmosfera, com a formacdo de Oxidos

nitricos, 0s quais estdo relacionados com o efeito estufa e a destruicdo da camada de
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ozonio. Além disso, hd grandes problemas com a lixiviagdo do NOj’, devido a sua
grande mobilidade, e, consequentemente, sdo contaminados lencdis freaticos (Ju et al.,
2009). Desse modo, o desenvolvimento de cultivares de milho com maior eficiéncia no
uso de nitrogénio (EUN) pode ser uma das grandes contribuicdes do melhoramento
vegetal para agricultura sustentavel (Presterl et al., 2002).

Existem vérias definicbes e metodologias descritas para estimar a eficiéncia
nutricional de uma cultura. Moll et al. (1982) definiram a EU como produtividade de
grédos ou de parte aérea seca por unidade de nutriente disponivel para a planta (nutriente
no solo mais o fornecido com a adubacdo). A EU, por sua vez, € composta pelas
eficiéncias de absorcdo (EADb) e de utilizacdo (EUt). A EAb é definida como a
habilidade de determinado gendtipo absorver o nutriente do solo, enquanto a EUt se
refere a capacidade desse gendtipo de produzir biomassa ou grdos usando o nutriente
que foi absorvido. Dessa forma, maiores EU poderiam ser alcancadas pelo aumento da
EAD e, ou, EUt (Chen et al., 2009). Além disso, alguns autores tém constatado ampla
diversidade genética entre plantas quanto a mecanismos fisiolégicos, morfoldgicos e
bioquimicos, quando elas sdo submetidas as condi¢Ges adversas de fertilidade do solo
(DoVale et al., 2012; Hirel et al., 2007; Moura et al., 1999).

Caracteristicas secundarias relacionadas com a EUN tém sido utilizadas com o
intuito de aumentar a eficiéncia do processo seletivo e, por consequéncia, contribuir
para o desenvolvimento de cultivares de milho com maior toleréncia ao estresse por
deficiéncia de nitrogénio. Nesse contexto, a caracteristica secundéria ideal é aquela que
esteja correlacionada geneticamente com a EUN em estresse, que apresente alta
herdabilidade, possua alta variabilidade genética, seja facil e rapida de avaliar, estavel
durante o periodo de medicdo, bem como seja observada antes do florescimento, para
que genitores indesejados ndo sejam utilizados na recombinacéo (O’Neill et al., 2006).
Dentre as muitas caracteristicas secundarias, podem-se destacar as atividades das
enzimas relacionadas ao metabolismo do N (Gallais & Hirel, 2004).

A nitrato redutase (NR) € considerada enzima-chave na regulacdo do
metabolismo do nitrogénio (Beevers & Hageman, 1969), principalmente em solos onde
0 nitrato é a principal fonte de nitrogénio disponivel (Purcino et al., 1994). Isso se deve
ao fato de o nitrato ter de ser reduzido a aménio antes de ser incorporado a compostos
organicos, seja no sistema radicular, seja na parte aérea. Ela é a primeira enzima na
cadeia de reducdo do N dentro do processo de assimilagdo desse nutriente nas plantas
(Purcino et al., 1994). Assim, plantas com alta atividade da NR teriam maior capacidade

de assimilar o nitrato disponivel e, em consequéncia, maior capacidade em responder a
3



adubacdo nitrogenada (Beevers & Hageman, 1969) (Figura 1). Outra enzima de
interesse € a glutamina sintetase (GS). Ha a hipotese de que gendtipos com alta
capacidade de incorporar o ion am6nio em aminoacidos por meio da atividade dessa
enzima sdo mais EUN. Todavia, a GS destaca-se em condi¢Ges em que o nitrogénio é
disponibilizado por via amoniacal. Nesse sentido, trabalhos desenvolvidos com relagédo
as atividades enzimaticas, como o de Machado (1997), avaliando familias endogamicas
de milho em diferentes disponibilidades de nitrogénio, verificaram que os usos das
enzimas NR e GS foram eficientes para discrimina-las quanto a EUN, evidenciando que
as elas apresentam potencial para serem utilizadas como caracteristicas bioquimicas na
selecdo e no desenvolvimento de novos cultivares de milho. Em outro trabalho, Gallais
& Hirel (2004) observaram que, em baixo N, a atividade da GS na fase vegetativa da
planta em folhas de milho correlacionou-se positivamente com a produtividade de
gréos.

Outros caracteres de interesse sdo os relacionados ao sistema radicular, o qual é
altamente responsivo a disponibilidade de nutrientes e sua distribui¢cdo no solo. Dentre
outros nutrientes, isso normalmente ocorre com relacdo a disponibilidade de nitrogénio
(Linkohr et al., 2002).

Um sistema radicular eficiente é aquele que aperfeicoa a relacdo entre a
quantidade de recursos adquiridos e empregados para sua obtencédo, sendo a arquitetura
do sistema radicular fundamental para a aquisi¢cdo de recursos no solo (Miller et al.,
1999). Nesse sentido, o crescimento espacial do sistema radicular determina a
habilidade da planta em explorar recursos que estdo mal distribuidos. A arquitetura do
sistema radicular, entdo, pode alterar o custo dessa exploracdo em termos de C e definir
a sua capacidade de competicdo (Fan et al., 2003). Com isso, 0 comprimento radicular
pode ser uma caracteristica importante, por ser um indicador do potencial de absorcao
de &gua e nutrientes, sendo proporcionalmente maior o volume ocupado e explorado do
solo quanto maior for o comprimento radicular total (Atkinson, 2000).

Além desses caracteres, o teor de clorofila também pode ser um indicador de
uma planta com alta ou baixa eficiéncia na absorcdo e utilizacdo de N. Os métodos
tradicionais utilizados para determinar a quantidade de clorofila na folha sdo destrutivos
e onerosos. Assim, um medidor portatil de clorofila, que permite medic¢Ges instantaneas
do valor correspondente ao seu teor na folha sem destrui-la, constitui uma ferramenta
alternativa para estimar o teor relativo desse pigmento na folha (Argenta et al., 2001).

Os valores séo estimados pelo equipamento com base na quantidade de luz transmitida



pela folha, em dois comprimentos de onda, com diferentes absorbancias da clorofila
(Minolta, 1989).

No decorrer do desenvolvimento de uma planta, quando ha a emissdo de uma
nova folha, significativa parte dos carboidratos é direcionada para o desenvolvimento
desse novo 6rgdo (Vessey et al., 1990). Paralelamente, hd diminuicdo na taxa de
translocacdo desses compostos para o sistema radicular, diminuindo a disponibilidade
de energia nas raizes, o que reduz a taxa de absorcao de nitrogénio. Em consequéncia, a
oscilacdo da taxa de absorcdo de N durante o ciclo da planta € sincronizada com a
emergéncia de novas folhas (Vessey et al., 1990). Nesse sentido, alguns trabalhos de
avaliacdo de eficiéncia na utilizacdo de nutrientes ja foram feitos com plantas em
estadios entre V4 e V6 (DeLima, 2010; Bermudez, 2011), por serem estadios precoces,
que aceleram o processo de avaliacdo, mas sem respaldo cientifico que garanta ser o
estadio ideal bem como quais caracteres, em cada estadio, que apresentam maior
correlacdo com a EUN, no final do ciclo. Portanto, ainda sdo necessarias pesquisas
visando identificar o melhor estadio e os caracteres que maximizam a acuracia para a
selecdo quanto a EUN.

O uso de métodos de avaliacdo precoce, ou seja, antes do florescimento, ou
selecdo indireta para condicGes de estresses abidticos sdo de grande interesse, pois
aceleram o processo de selecdo, descartando de imediato os gendtipos de maior
susceptibilidade e possibilitando concentrar assim 0s recursos nos potencialmente
superiores (Fritsche-Neto et al., 2010). Dessa forma, a utilizacdo dos componentes da
EUN, EAbN e EUtN e, ou, de caracteristicas secundarias relacionadas a esse caracter
podem auxiliar na selecdo e no desenvolvimento de cultivares de milho com maior
adaptacdo a condicBes de baixa disponibilidade de N, portanto mais EUN. Para isso, é
necessario obter e entender os efeitos diretos e indiretos dos caracteres secundarios
candidatos a serem usados na selegéo de um caracter principal.

Nesse sentido, é importante ressaltar que as estimativas de correlagdes sdo
medidas de associacdo linear e ndo permitem tirar conclusdes sobre a relacdo de causa e
efeito entre caracteres. Em razdo disso, procede-se a analise de trilha, que consiste no
estudo dos efeitos diretos e indiretos de caracteres sobre uma variavel basica (Wright,
1921). Para ser realizada, € necessario que a matriz de correlagcdo entre os caracteres
explicativos esteja bem condicionada. Problemas de multicolinearidade tornam dificil
avaliar a influéncia de caracteres explicativos sobre a resposta no caracter principal, e
ignorar seus efeitos pode provocar resultados viesados. A diagnose e o grau da

multicolinearidade na matriz de correlacdo sdo estabelecidos com base no nimero de
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condi¢do (NC), que ¢ a relagao entre o maior € o menor autovalor da matriz. Se NC <
100, a multicolinearidade é denominada fraca e ndo constitui problema para analise; se
100 < NC < 1.000, a multicolinearidade é denominada moderada a forte; e se NC >
1.000, é considerada severa (Montgomery & Peck, 1981). Assim, havendo problemas
de multicolinearidade entre os caracteres explicativos, uma das alternativas
recomendadas é realizar a andlise de trilha com todos os caracteres, mas adotar
procedimentos equivalentes aos da andlise de regressdo em crista (Carvalho & Cruz,
1996).

2. OBJETIVO

Identificar os estadios fenoldgicos e os caracteres secundarios que maximizam a

acuracia na selecdo precoce e indireta para a eficiéncia no uso de nitrogénio em milho.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético e conducdo experimental

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo (20°45°55.71°’S
42°52°07.38°°0), na Universidade Federal de Vigosa, MG, Brasil, durante 0os meses de
janeiro a maio de 2012.

Foram avaliadas trés linhagens endogamicas de milho em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes, em esquema fatorial triplo (linhagens x
niveis de N x estadio fenoldgico), em duas doses contrastantes de nitrogénio, baixo
nitrogénio (BN) e alto nitrogénio (AN). Essas sdo oriundas do banco de germoplasma
do Programa Milho® e foram previamente identificadas como eficiente, intermediaria e
ndo eficiente no uso de nitrogénio. As parcelas foram constituidas de uma planta por
vaso, sendo esse com capacidade de 20L, contendo substrato composto por 50% de
areia lavada e 50% de solo. As sementes foram colocadas para germinar em bandejas e,
apos cinco dias, as melhores plantulas foram transplantadas para 0s vasos.

As plantas foram avaliadas (coletadas) em cinco estadios fenoldgicos, sendo
eles: nove folhas completamente desenvolvidas (V9), 14 folhas completamente
desenvolvidas (V14), pendoamento (VT), florescimento (R1) e maturidade fisiologica
(R6).

A adubacio de base foi feita com potassio e fésforo, nas doses de 3,48g vaso™

K,O e 34,29 vaso™ P,0s, correspondendo a 6g vaso™ de cloreto de potéssio e 190g
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vaso™ de super simples. A correcéo do pH do substrato ndo foi necesséria. A adubacéo
nitrogenada foi feita parceladamente, de acordo com a curva de absor¢do do nutriente
pela cultura do milho (Duarte et al., 2003). Assim, em cada estadio fenolégico em que
foram realizadas as coletas, somente foi fornecido o N que supriu a demanda da planta
até aquele estadio (Tabela 1). As doses de alta disponibilidade e de estresse foram

definidas em experimentos anteriores como 60x a relagéo entre elas.

Tabela 1 — Doses de nitrogénio (g vaso™ ureia) fornecidas em cada estadio de avaliacdo
(nove folhas completamente desenvolvidas (V9), 14 folhas completamente
desenvolvidas (V14), pendoamento (VT), florescimento (R1) e maturidade fisiologica
(R6)) em alta (AN) e em baixa disponibilidade (BN) de nitrogénio, em Vicosa, MG,

Brasil
Estadio AN BN
V9 3,80 0,06
V14 8,11 0,14
VT 12,13 0,20
R1 14,71 0,25
R6 14,87 0,25

A irrigacdo foi feita sempre que necessario com sistema de microaspersao.
Durante o experimento, foi necessario pulverizagdo com inseticidas para controle de
pulgdes. O controle de temperatura foi feito por meio do sistema de resfriamento da

casa de vegetacdo quando eram atingidas temperaturas superiores a 35°C.

3.2 Avaliacdo de caracteres
Em cada um dos cinco estadios considerados, as plantas foram colhidas, o

sistema radicular foi separado da parte aérea e foram realizadas as seguintes avaliacdes:

1. Determinacdo da atividade da nitrato redutase (NR), por meio da quantificacdo de
nitrito produzido por hora, por grama de matéria fresca de parte aérea (umoles de
NO, h™* g MF). A atividade da NR foi determinada de acordo com o protocolo in
vivo baseado na metodologia proposta por Hageman & Reed (1980), conforme
descrito por Purcino et al. (1994). Esse protocolo consiste em infiltrar discos da
folha com uma solucdo contendo nitrato e na subsequente dosagem do nitrito
produzido na reacdo que se difunde para o meio de incubacdo. Para isso, foram
cortados discos de 1cm de didmetro da folha mais nova completamente

desenvolvida. Durante a reacdo, os recipientes foram mantidos no escuro para
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evitar a utilizacdo do nitrito formado na reacdo catalisada pela NR. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro a 540nm, sendo a atividade da NR determinada
pela quantidade de nitrito produzida, comparando-se os valores obtidos com a
curva padrdo para esse ion.

Determinacéo da atividade da glutamina sintetase (GS) por meio da quantificacdo
de glutamilhidroxamato, por hora, por grama de matéria fresca de parte aérea e
raiz (umoles de glutamilhidroxamato (GHD) hora™ g matéria fresca). A avaliagdo
da atividade da GS foi realizada de acordo com o método proposto por Rhodes et
al. (1975). Foram retirados discos de 1cm de didmetro da folha mais nova
completamente desenvolvida (GSa) e fragmentos das raizes mais finas (GSr). A
quantificacdo de GHD foi feita em espectofotdmetro usando comprimento de onda
de 540nm para leituras de absorbancia, utilizando-se o coeficiente de extingdo
molar glutamilhidroxamato (700L mol™® cm™) para calculo dos resultados, por
meio das leituras obtidas no espectrofotdmetro. As coletas de material vegetal para
avaliacdo das atividades enzimaticas foram sempre realizadas entre as 7:00 e 8:00
horas.

Determinacdo da massa de parte aérea seca (MPAS, g), massa de raiz seca (MRS,
g), massa de grdos seca (MGS, g) e massa total seca (MTS, g). Foram
determinados os teores e posteriormente os conteudos de nitrogénio na parte aérea
(Na), na raiz (Nr) e nos grdos (Ng), bem como o N total (Nt). A massa da parte
aérea fresca e das raizes foi lavada com agua deionizada e, juntamente com a
massa de grdos, foi seca em estufa com circulagdo de ar forcada a 70°C por 72 h,
pesada e triturada em moinho tipo Wiley. Os teores de N foram obtidos pela
digestdo sulfurica de 0,59 de amostras da parte aérea, da raiz e dos graos, por baldo
Kjeldahl, destilacdo e titulacdo descrita por Bremner & Mulvaney (1982). Uma
vez obtidos os dados de massa seca e de teores de N e mediante a quantidade de
nitrogénio fornecido (Nf), foram estimadas as eficiéncias na absorc¢do, na
utilizacdo, no uso e na translocacdo de nitrogénio, segundo Moll et al. (1982):

EueN = 28 EabN = Nt ETrN = 29
"Nt - NF TN

MTS

EUN = EUtN x EADN = ——
X Nf

em que
EUtN: eficiéncia na utilizagéo de nitrogénio;
EADN: eficiéncia na absorcdo de nitrogénio;
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EUN: eficiéncia no uso de nitrogénio;

ETrN: eficiéncia na translocacdo de nitrogénio;
MTS: massa total seca;

Nt: conteddo de nitrogénio total na planta;

Ng: contetdo de nitrogénio nos graos; e

Nf: quantidade de nitrogénio fornecido a planta.

4. Determinacéo dos teores de fosforo na parte aérea (TPa, dag kg™), nas raizes (TPr,
dag kg™) e nos gréos (TPg, dag kg™), bem como total (TP, dag kg?). Para a
quantificacdo do fosforo, extrairam-se amostras de 0,29 de parte aérea, raiz e graos
e, posteriormente, foi realizada a digestdo nitroperclorica, conforme Malavolta et
al. (1997). As leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 725 nm.

5. Determinacdo dos teores de potassio na parte aérea (TKa, dag kg™), nas raizes
(TKr, dag kg™) e nos grdos (TKg, dag kg™), bem como total (TK, dag kg™). Para a
quantificacdo do potassio, extrairam-se amostras de 0,29 de parte aérea, raiz e
grdos e posteriormente foi realizada a digestdo nitroperclorica, conforme
Malavolta et al. (1997). As leituras foram feitas em espectrofotdmetro de chama.

6. Determinacdo do comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz
axial (CRAXi, cm) e érea especifica de raiz (ARe, cm? g*). O comprimento e a
area de raiz foram obtidos por meio do analisador de imagens WinRHIZO 4.1
acoplado ao scanner profissional Epson XL 10000 equipado com unidade de luz
adicional (TPU). Foi utilizada a definicdo de 400 dpi, como descrito por Bouma et
al. (2000). Raizes com diametro inferior ou igual a 0,5mm foram consideradas
raizes laterais e as com didmetros acima de 0,5mm, axiais (Traschsel et al., 2009).

Posteriormente, foi estimada a area especifica de raiz (ARe, cm2 g*) como:

AR
ARe = ——

em que
AR: area total de raiz (raizes finas + raizes grossas); e
MRS: massa de raiz seca.

7. Determinacdo de caracteres fenoldgicos: numero de folhas (NF), altura de planta
(AP, cm), diametro de colmo (DC, cm), teor de clorofila (SPAD, pg cm™), niimero
de fileiras de gréos por espiga (FIL), peso de 1.000 gréos (PG, g) e altura de espiga
(AE, cm).



3.3 Analises estatistico-geneticas
Verificou-se que alguns caracteres ndo apresentavam distribuicdo normal. Por

isso, foi realizada a transformacdo dos dados. Para as variaveis EAbN, EUtN, EUN,
utilizou-se /(x+0,5) . Para CRLat e CRAXi, foi utilizado log(x+1) . Posteriormente,

foram feitas as andlises de variancia (ANOVA) individuais (para cada nivel de N,
dentro de cada estadio), as conjuntas para cada estadio e a conjunta geral envolvendo
todos os trés fatores (trés linhagens x dois niveis de N x cinco estadios fenoldgicos),

considerando os seguintes modelos:

Anéalises individuais:

Yy=m+ L+ ¢
em que
Y;;: valor observado para a variavel em estudo, referente a i-ésima linhagem na I-
ésima repeticao;
m: média geral das unidades experimentais para cada caracter dentro de cada nivel
de N e estadio fenoldgico;
L;: efeito do i-ésima linhagem (i=1,2,3), considerado como aleatorio, em que
L;~NID(0,07);

g;,- erro experimental associado & observagéo Y;;, em que g;~NID (0, c?).

Analises conjuntas dentro de cada estadio fenoldgico:

Yy =m+ Li+ N + LN; + ¢
em que
Y;;; - valor observado para a variavel em estudo referente a i-ésima linhagem, no j-
ésimo nivel de N, na I-ésima repeticéo;
m: média geral das unidades experimentais para o caracter em estudo dentro de
cada estadio fenoldgico;
L;: efeito do i-ésima linhagem (i=1,2,3), considerado como aleat6rio, em que
L;~NID(0, 5);

N, :

efeito do j-ésimo nivel de N (j=1,2), considerado como fixo, em que
N,~NID(N, N7):

LN;; . efeito da interacdo da i-ésima linhagem com o j-ésimo nivel de N,
considerado como aleatorio, em que LN;; ~NID (0, ol); e

&1 - erro experimental associado a observagéo Y;;, em que &;; ~NID(0, a?).
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Analise conjunta geral:
)/ijkl =m-+ Li + IV] + Ek + LNL] +LEik +NE}k + LNEL]k + gijkl
em que

Yij - valor observado para a variavel em estudo referente a i-ésima linhagem, no j-
ésimo nivel de N, no k-ésimo estadio fenoldgico de avaliacdo, na I-ésima
repeticéo;

m: média de todas as unidades experimentais para o caracter em estudo;

L;: efeito da i-ésima linhagem (i=1,2,3), considerado como aleatério, em que
L;~NID(0, 07);

N :
N, ~NID(N;, NP);

efeito do j-ésimo nivel de N (j=1,2), considerado como fixo, em que

E,: efeito do k-ésimo estadio de avaliacdo (k=1,2,3,4,5), considerado como fixo,
em que E,~NID(E,, E?);

LN;; :

efeito da interacdo da i-ésima linhagem com o j-ésimo nivel de N,
considerado como aleatorio, em que LN;; ~NID (0, o2);

LE;;,: efeito da interacdo da i-ésima linhagem com o k-ésimo estadio fenoldgico de
avaliago, considerado como aleatério, em que LE;, ~NID(0, 62 );

NEj : efeito da interacdo do j-ésimo nivel de N com o k-ésimo estadio fenoldgico
de avaliagdo, considerado como fixo, em que NEj; ~NID(NEjk,NEj§();

LNE, : efeito da interagdo da i-ésima linhagem com o j-ésimo nivel de N no k-
ésimo estadio fenolégico de avaliacdo, considerado como aleatério, em que
LNE;;, ~NID(0, 03, ); €

&;jiy - €rro experimental associado a observagao Y, , em que &, ~NID (0, a?).

Em seguida, para os caracteres que foram significativos pela ANOVA, foi

realizada a diagnose de multicolinearidade entre os caracteres explicativos e 0 seu grau

na matriz de correlacdo foi estabelecido com base no nimero de condicdo (Montgomery

& Peck, 1981). Posteriormente, foram feitos os desdobramentos das correlacdes

fenotipicas por meio da analise de trilha (Wright, 1921), em baixa disponibilidade de N,
em efeitos diretos e indiretos dos caracteres: CRLat, CRAxi, ARe, NR, GSa, GSr,
SPAD, NF, AP, DC, TP, TK, ETrN (variaveis explicativas) sobre o caracter EUN e seus

componentes EAbN e EUtN (variaveis dependentes), de acordo com suas significancias

em cada estadio avaliado.
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Por fim, foram estimados os ganhos com a selecao direta (GSd) e indireta (GSi)
das varidveis explicativas sobre as varidveis dependentes, nos dois niveis de N,
considerando os seguintes modelos:
GSd = ix.040x)- hy GSi=1i,.h,.75.04(x)

em que

I, Iy: intensidade de selecéo (i = 1,09);

hy, h, : acuracia seletiva, obtida pela raiz quadrada da herdabilidade;

1, correlagdo genotipica entre os caracteres; e

04(x)- Faiz quadrada da variancia genotipica.

As analises foram realizadas utilizando o Aplicativo Computacional em
Genética e Estatistica Programa Genes (Cruz, 2006) e o Statistical Analysis System
(SAS) versdo 9.1 (SAS Institute, 2003).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises de variancia e parametros genéticos

No estadio de nove folhas completamente desenvolvidas (V9), aproximadamente
30 dias apds o transplantio, a planta ja definiu a sua producéo potencial e o0 nimero de
fileiras de grdos por espiga. Além disso, nesse estadio, 0 ponto de crescimento e 0
penddo ja estdo acima do nivel do solo. Esse periodo é caracterizado pelo crescimento
do colmo em didmetro e comprimento, pela aceleracdo do processo de formacdo da
inflorescéncia masculina e pelo desenvolvimento de novas raizes nodais. Nesse estadio,
em BN, as linhagens apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre si somente
para os caracteres GSa, CRAxi e TP (Tabela 2). Em AN, as linhagens apresentaram
diferencas significativas entre si (p<0,05) para os caracteres EAbN, EUN, CRAXi, TP e
TK (Tabela 3). Esses resultados indicam a existéncia de variabilidade genética entre as
linhagens e que é possivel obter ganhos com a selecdo para esses caracteres, nas duas
condigdes de disponibilidade de N.

No estadio de 14 folhas completamente desenvolvidas (\V14), aproximadamente
45 dias apos o transplantio, a planta define o tamanho da espiga e o nimero de évulos,
atinge cerca de 90% da area foliar e observa-se o inicio do desenvolvimento de raizes
adventicias. Nesse estadio, em BN, as linhagens apresentaram diferengas significativas

entre si somente para os caracteres TP e TK (Tabela 5). Em AN as linhagens
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apresentaram diferencas significativas entre si para os caracteres EAbN, EUN, GSa,
CRLat e CRAXi (Tabela 6).

Nesses estadios precoces de avaliagdo (V9 e V14), o efeito da interagdo
linhagem x nivel de N foi ndo significativa para todos os caracteres avaliados (Tabelas 4
e 7), indicando que, nesses estadios, a selecdo poderia ser feita em apenas um dos
ambientes e as conclusdes extrapoladas para 0s demais ambientes.

O pendoamento (VT), aproximadamente 60 dias ap06s o transplantio, caracteriza-
se pelo aparecimento do ultimo ramo do penddo e pela ndo emergéncia dos estilo-
estigmas. Além disso, neste estadio, a planta atinge o seu maximo crescimento. Nesse
estadio, em BN, as linhagens apresentaram diferencas significativas entre si quanto aos
caracteres EUtN, EUN, GSr, CRLat, CRAxi e NF (Tabela 8). Em AN, as linhagens
apresentaram diferencas significativas entre si quanto aos caracteres EAbN, CRLat,
CRAXi, TP e TK (Tabela 9). Além disso, em VT, foi possivel observar que o efeito da
interacdo linhagem x nivel de N foi significativo para os caracteres EUtN, EUN, CRLat
e CRAXiI (Tabela 10). Dessa forma, genoétipos selecionados para esses caracteres, neste
estddio, em ambiente com adequada adubacdo nitrogenada, ndo podem ser
recomendadas para ambientes de BN, devido ao seu comportamento diferencial nos dois
ambientes. Esses resultados evidenciam a expressdo de genes diferenciais em cada
disponibilidade de N e a necessidade de as avaliagdes e interpretacdes serem feitas para
cada ambiente isoladamente.

O florescimento (R1), aproximadamente 75 dias ap0s o transplantio, caracteriza-
se pelo aparecimento dos estilo-estigmas e pela polinizagdo que ocorre quando 0s graos
de pdlen que estdo sendo liberados caem nos estilos-estigmas receptivos. Além disso, o
namero de dvulos que serdo fertilizados estd sendo determinado nessa fase. Nesse
estadio, em BN, as linhagens apresentaram diferencas significativas entre si somente
para os caracteres GSa, CRLat e CRAXi (Tabela 11). Como os dados para o caracter NF
ja haviam se estabilizado a partir do estadio VT, a sua significancia se manteve até o
fim do ciclo. Em AN, as linhagens ndo apresentaram diferencas significativas entre si
para nenhum caracter (Tabela 12). Uma hipotese para a auséncia de significancia nessa
condic&o é que as linhagens, mesmo com capacidades diferentes de utilizar o nitrogénio,
conseguiram se desenvolver de forma similar, uma vez que, estando em um estadio
mais avancado do ciclo, houve tempo e disponibilidade de N suficiente para que elas
conseguissem ter um comportamento parecido.

O término no acumulo de amido nos gréos ocorre aproximadamente 110 dias

apos o transplantio, momento em que esses alcancam a maturidade fisiologica (R6) e é
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definida a produtividade méxima das plantas. Nesse estadio, em BN, as linhagens
apresentaram diferencas significativas entre si somente para a EAbN (Tabela 14). Em
AN, assim como observado em R1, elas ndo diferiram significativamente entre si para
nenhum caracter (Tabela 15). Entretanto, para EAbN, foi observado efeito da interacao
linhagem x nivel de N (Tabela 16).

Em relagdo aos caracteres de raiz, raizes axiais determinam a arquitetura do
sistema radicular em um volume de solo enquanto que as raizes laterais determinam a
habilidade do sistema radicular de capturar recursos do solo, como N (Chun et al.,
2005). Neste estudo, foi possivel observar que tanto em BN quanto em AN, no primeiro
estddio de avaliagdo, somente para CRAXi, as linhagens apresentaram diferencas
significativas entre si. Isso indica que as raizes grossas (axiais) no inicio do ciclo séo
mais importantes em relacdo as finas (laterais), provavelmente pelo ainda pegueno
crescimento dessas. Assim, apesar da importancia das raizes mais finas na absorcao de
N, nesse estadio, as raizes grossas também tém importancia no processo de absor¢do
desse nutriente. Posteriormente, em praticamente todos os estadios, nas duas
disponibilidades de N, tanto o CRAXi quanto o CRLat apresentaram variabilidade
genética. Neste contexto, é importante ressaltar a existéncia de dependéncia hierarquica,
isto €, a medida que aumenta o comprimento das raizes axiais, aumenta o nimero de
raizes laterais com maior area para captagdo de N. Consequentemente, maiores
comprimentos de raizes podem estar relacionados a EAbN, tanto em baixo como em
alto N (DoVale et al., 2012). Isso é evidenciado pelas altas correlacdes entre CRLat e
CRAXi estimadas em todos os estadios de avaliagdo. Em VT, por exemplo, em BN e
AN, as correlagdes entre os comprimentos de raiz foram de 0,93 e 0,92, respectivamente
(dados ndo apresentados).

Genotipos com maior ARe indicam ter maior area superficial para cada unidade
de carbono investido em raizes. Como a absorcdo depende principalmente da ARe, esse
pode ser um indicador de gendtipos com maior EAb e, consequentemente, maior EU de
nutrientes (Taiz & Zeiger, 2009). Para ARe, as linhagens ndo apresentaram diferencas
significativas entre si em todos os estadios avaliados nas duas disponibilidades de N.
Entretanto, em V14, a analise conjunta mostra que os niveis de N foram suficientes para
diagnosticar diferencgas entre as médias de ARe entre 0os ambientes (p<0,05). A reducéo
da ARe em BN, em relacdo ao AN, contradiz o observado por Bonifas et al. (2005) e
Chun et al. (2005), quando afirmam que genotipos de milho respondem a deficiéncia de
N pelo aumento de alocacdo de carbono da parte aérea para a formagdo de raizes,

visando ao aumento da sua area superficial. Por outro lado, Taiz & Zeiger (2009)
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afirmaram que nao ha necessidade do investimento em ARe para aquisicdo de N, ja que
este € absorvido juntamente com a agua por fluxo de massa, ndo necessitando da
interceptagéo radicular.

Especificamente para o caracter SPAD, observou-se que as linhagens
apresentaram diferencas néo significativas em todos os estadios avaliados, ndo havendo,
portanto, variabilidade genética entre as linhagens avaliadas para esse caracter. Mas
pode ser observado que plantas bem supridas com N apresentam teores de pigmentos
fotossintetizantes superiores aos das plantas deficientes em N, excec¢do feita somente ao
estadio V9. Portanto, o teor foliar de pigmentos fotossintetizantes foi suficiente pra
diagnosticar diferencas no estado nutricional das plantas em funcdo da dose de N, mas
ndo foi eficiente para detectar diferengas entre as linhagens contrastantes utilizadas. A
vantagem da medicdo do teor de clorofila é de ndo ser influenciada pelo consumo de
luxo de N pela planta, sob forma de nitrato (Blackmer & Schepers, 1995). A baixa
sensibilidade ao consumo de luxo de N pelas plantas de milho € atribuida a forma com
que esse nutriente se encontra na folha, pois, quando absorvido em excesso, acumula-se
como nitrato. Nessa forma, o N ndo se associa a molécula de clorofila e, portanto, ndo
pode ser detectado pelo medidor de clorofila (Dwyer et al., 1995). Por apresentar baixa
sensibilidade ao consumo de luxo de N, a medicdo efetuada pelo medidor de clorofila
estd sendo considerada melhor indicadora do nivel desse nutriente na planta do que seu
préprio teor (Blackmer & Schepers, 1995).

Os coeficientes de variacdo para a maioria dos caracteres nos dois ambientes
ficaram proximos de valores considerados como de média magnitude, indicando boa
precisdo experimental e confiabilidade das estimativas. No entanto, ha a necessidade de
se estabelecer coeficientes de variacdo especificos para cada caracteristica em estudo de
acordo com as diferentes condi¢des de analise (Fritsche-Neto et al., 2012). Isso porque,
em condicBGes de estresse abidtico, ocorrem, com frequéncia, perda de parcelas e a
reducdo na média dos caracteres, ocasionando valores de coeficiente de variacdo
maiores quando comparados aos valores referentes a ambientes ideais.

De modo geral, quando as linhagens foram avaliadas em BN, as estimativas de
herdabilidade para a maioria dos caracteres avaliados foram menores quando
comparadas as do AN. As excecdes foram EUN e 0s seus componentes, ja que a
maioria desses caracteres € mensurada em funcdo da MS, a qual ndo foi reduzida na
mesma propor¢do que a disponibilidade de N, assim como descrito por DoVale et al.
(2012).
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O componente genético da variancia e a herdabilidade de varios caracteres ao
longo do ciclo apresentaram valores negativos. 1sso ocorre porque os valores do residuo
sd80 superiores aos dos genotipos, 0 que se deve a varidncia genética dessas
caracteristicas que € proxima de zero. Segundo Searle (1971), para estimativas
negativas de componentes de variancia, deve-se, dentre outras opc¢des, admitir que o
valor do parametro é zero e, entdo, considerar a estimativa da herdabilidade negativa
como nula.

Pela analise conjunta geral, somente para os caracteres GSa e TP as linhagens
apresentaram comportamento diferencial no decorrer dos estadios de avaliacdo (Tabela
17). Pela interacdo tripla, linhagens x niveis de N x estadio de avaliagdo, é possivel
observar que somente para os caracteres CRLat, CRAXi e TP as linhagens apresentaram
comportamento diferencial quando se consideraram todos os fatores estudados. Assim,
para fins de selecdo, para esses caracteres, € necessario avaliar as linhagens em estadios

diferentes e doses contrastantes de N.

4.2 Comportamento dos caracteres no decorrer dos estadios fenolégicos

As plantas de milho nos estddios iniciais de desenvolvimento provavelmente
absorvem mais os nutrientes do que os utilizam. Com isso, a EAbN se torna o
componente mais importante nesses estadios de inicio de ciclo. Entretanto, com o
decorrer do desenvolvimento, o componente da utilizagdo tem sua importancia
aumentada em detrimento da absorcdo. Nesse sentido, foi possivel observar que as
médias de EAbN foram diminuindo e as de EUtN foram aumentando no decorrer do
ciclo da cultura, tanto em BN quanto em AN, sendo que em AN a EAbN diminuiu em
menor propor¢do (Figura 2). Isso pode ser devido & menor competicdo entre os
componentes da EUN, quando em AN, visto que a planta ndo precisa ser tdo eficiente
em absorver o N, devido a maior disponibilidade desse nutriente. Além disso, podemos
observar que as grandes diferencas existentes entre as EUN nas duas disponibilidades de
N sdo devidas principalmente a diferencas na EAbN. Assim, tanto em estadios iniciais
como nos mais avangados, 0s componentes da eficiéncia no uso de nutrientes nao
apresentam proporcionalidade.

Gallais & Hirel (2004) observaram resultados semelhantes & relagdo entre os
componentes da EUN e propuseram trés hipdteses para explicar esse fenbmeno: as
atividades dos transportadores de N e das enzimas envolvidas na assimilacdo desse
nutriente ocorrem em proporcdo diferente; ha degradacdo de proteinas foliares (em

especifico, ribulose-1,5-bifosfato carboxilase) que contribuem adicionalmente para a
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producdo; e a utilizacdo do N é mais pronunciada onde a absorcdo é reduzida ou
interrompida.

A absorcdo de N através da membrana plasmética é mediada por dois tipos de
transportadores (Von Wirén et al., 1997). Os transportadores de baixa afinidade (Low
Affinity Transport System — LATS) operam quando a concentracdo externa de N é alta e
sdo caracterizados por serem constitutivos e ndo sujeitos a regulacdo. J& o0s
transportadores de alta afinidade (High Affinity Transport System — HATS) atuam sob
baixas concentracdes externas de N e podem ser constitutivos (Constitutive High
Affinity Transport System - CHATS) ou induzidos pela exposi¢do ao N (Inducible High
Affinity Transport System - IHATS) (Von Wirén et al., 1997). Assim, a pequena
variacdo observada para a EAbN, em AN, pode ser devida a maior presenca de
transportadores do tipo LATS, ndo sujeitos a regulacéo, devido a maior concentracdo de
N disponivel.

As atividades das enzimas avaliadas seguiram um comportamento similar, em
que, no estadio V14, todas elas atingiram seus méaximos, tanto em BN quanto em AN,
excecdo somente para a NR em BN (Figura 3). Durante o rapido crescimento
vegetativo, sdo altas as taxas de reducdo de nitrato e sintese de aminoacidos nas folhas.
Nesse local, é utilizada a maioria dos aminoacidos para a sintese de clorofila, rubisco e
outras proteinas e, com isso, € baixo o nivel de aminoéacidos no floema. Por outro lado,
durante a fase reprodutiva, diminui a taxa de reducdo de nitrato; em paralelo, em funcéo
da remobilizacdo do N foliar para o desenvolvimento das inflorescéncias, aumenta a
exportacdo de aminoacidos das folhas, enriquecendo, com esses compostos, o floema. O
mecanismo proposto sugere que esses aminoacidos provocam reducdo na taxa de
absorcdo de NOj™ e, consequentemente, diminuem as atividades enzimaticas (Imsande
& Touraine, 1994). Esse comportamento pode ser observado na mesma figura, onde
préximo ao estadio VT as atividades enziméticas se aproximam dos seus minimos.

Em BN, os comprimentos de raiz foram, em todo o ciclo, superiores ao AN
(Figura 4). Entretanto, em AN as raizes sdo mais eficientes em alocar o C transportado
para as raizes, produzindo maior volume de raizes por area, como pode ser observado
pela maior ARe em AN. Com isso, em BN, a planta tenta compensar a menor ARe
aumentando os comprimentos de raiz.

O comportamento do teor de clorofila, até R1, foi de acordo com os niveis de N
disponibilizados, aumentando concomitantemente com o aumento da disponibilidade de
N, confirmando a relacéo entre esses dois caracteres (Figura 5). A partir de R1 houve

decréscimo nos teores de clorofila, pois é quando a planta ja inicia seu processo de
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senescéncia, se aproximando do fim do ciclo, ainda assim mantendo a superioridade em
AN.

Os teores de P e K apresentaram comportamento inverso e, durante todo o ciclo,
os teores de P foram superiores em AN e os teores de K foram superiores em BN
(Figura 5). Com relacéo a interdependéncia do P e K com o N, os graficos mostram que,
em condi¢bes de maior disponibilidade de N, o teor de P também € maior quando
comparado ao BN, haja vista a maior demanda de energia pela planta com a maior
disponibilidade de N, para a assimilacdo desse nutriente. Ja com o K observa-se que, em
BN, o maior teor de K pode tentar compensar a baixa disponibilidade de N, aumentando

sua eficiéncia de absorcdo, haja vista sua funcdo na ativagdo da NR.

4.3 Relacdo entre os caracteres

Segundo DoVale et al. (2012), independentemente da disponibilidade de N, a
eficiéncia na absorcdo é o componente mais importante da eficiéncia no uso de N. Os
pesquisadores também afirmam que, independentemente da disponibilidade de N, as
diferencas genéticas quanto & EUN séo decorrentes da EAbN. Com isso, é importante,
em programa de melhoramento visando aumentar a EUN, que o caracter usado para
selecdo precoce de materiais superiores tenha alta correlacdo com a EAbN no fim do
ciclo da cultura, para garantir altas produtividades e elevado teor proteico dos gréos,
aumentando, portanto, a qualidade do grdo produzido. Assim, com as analises de trilha,
buscou-se quantificar o efeito dos caracteres secundarios, no decorrer dos estadios
fenoldgicos analisados, sobre a EAbN no estadio R6.

Nesse contexto, a selecdo de plantas de milho EUN via caracteres secundarios
baseia-se no fato de que esses caracteres secundarios estejam correlacionados com a
produtividade de grdos em estresse (nesse caso representado pela EAbDN), alta
herdabilidade, alta variabilidade genética, rapida e facil medicao, estabilidade durante o
periodo de medicdo e que sejam observados antes do florescimento, para que apenas
genitores superiores sejam cruzados (O’Neill et al., 2006).

No estadio V9, observou-se um elevado efeito direto da GSa sobre a EAbN em
R6 (Tabela 18). Isso indica que plantas com alta atividade da GSa no inicio do ciclo
apresentardo elevadas EAbN no fim do ciclo e, consequentemente, alta EUN. Altas
atividades da GSa fazem com que o processo de assimilacdo do N seja mais eficiente.
Com isso, € sinalizado para a planta que o processo de absorcéo deve continuar, por nao
haver acimulo de NH," que poderia gerar um feedback negativo, diminuindo a taxa de

absorcdo, além de ser um substrato téxico para as plantas quando em altas
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concentracdes. Apesar desse alto efeito direto, tem-se uma correlacdo negativa da GSa
com a EADbN. Isso ocorre devido aos efeitos indiretos da GSa via os caracteres CRAXi e
TP, mostrando a importancia de se desdobrar o efeito de um caracter sobre o outro, em
efeitos diretos e indiretos. Observou-se também que os caracteres GSa, CRAXxi e TP
explicam quase a totalidade da variacdo na EADN, devido ao elevado coeficiente de
determinacéo (0,99).

Além da GSa, o caracter CRAXxi também se mostra potencialmente eficiente para
a selecdo precoce e indireta para a EAbN em R6, devido ao seu alto efeito direto
(Tabela 18). No entanto, o uso dos dois caracteres, GSa e CRAXi, simultaneamente,
com o objetivo de se aumentar a acuracia do processo seletivo, ndo é possivel, visto que
eles apresentam efeitos indiretos negativos um sobre outro (-1,39 e -2,17). Com isso, 0
aumento da GSa é o mais indicado, por ndo ser um método destrutivo, possibilitando
que as plantas que foram avaliadas possam se intercruzar, situacdo ndo possivel com a
avaliacdo da planta quanto ao CRAXi.

No estadio V14, os caracteres TP e TK explicaram toda a variacdo fenotipica
para a EAbN em R6 (Tabela 19). Para a selecdo indireta no inicio do ciclo, nota-se que
gendtipos com elevado teor de P e baixo teor de K estdo correlacionados com alta
EADN no fim do ciclo (0,61). Essa alta correlacdo negativa do K com a EAbN reside no
fato de que o excesso de potassio restringe a absorgcdo de N (Stromberger et al., 1994).
Apesar disso, é sabido que 0 K esta relacionado a atividade da enzima NR, por estar
associada a regulacdo e absorcdo do nitrato pelas raizes das plantas. De acordo com
Krauss (2005), quando o nitrato é reduzido nas folhas, forma-se malato, em resposta ao
aumento do pH interno do tecido. Segundo o mesmo autor, parte do malato é transferida
ao floema e acompanhada pelo potéssio para ser translocada para as raizes, local onde
sofre a descarboxilacdo. O acido carbénico produzido €é liberado no meio em troca do
nitrato absorvido, assim controlando a absorcao do nitrato. O potassio recirculado serve
como contra-ion para o transporte de nitrato no xilema até a parte aérea (Mengel &
Kirkby, 2001). Assim, é de grande importancia manter o teor de K no substrato em
niveis 6timos, para que ndo haja interferéncia negativamente na absorcédo de N.

A relacdo do P com a EADbN é demonstrada em varios estudos. Alves et al.
(1996) observaram reducdo substancial dos teores de N total em plantas de milho
submetidas a periodos crescentes de omissdo de P em solugdo nutritiva. Também em
milho, Magalhdes & Machado (1995) verificaram que a absorcdo de nitrato foi
extremamente sensivel a omiss@o de P em solucdo nutritiva: periodo de omissao de dois

dias provocou reducdo de 65% da absorcdo de nitrato em relacdo a testemunha; quatro
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dias de omissdo de P resultaram em absorcdo quase nula de nitrato. Entretanto, embora
tenha ocorrido reducéo na absorcdo de aménio com o aumento do periodo de omissao
de P, esta ndo foi tdo acentuada quanto a de nitrato (Magalhdes, 1995). Isso se deve a
importancia do P como constituinte do trifosfato de adenosina (ATP), gerando energia
necessaria a ativacdo da GS, visto que a assimilacdo desse nutriente € um processo
altamente exigente em termos de energia, requerendo a transferéncia de dois elétrons
por NO3™ convertido em NO,’, seis elétrons por NO, convertido em NH;" e dois
elétrons e um ATP por molécula de NH;" convertida em glutamato (Bloom et al.,
1992).

No estddio de pendoamento (VT), na matriz de correlacdo fenotipica, para a
andlise de trilha, foi diagnosticada a presenca de multicolinearidade severa entre 0s
caracteres explicativos referentes a condicéo de baixa disponibilidade de N. Como todos
0s caracteres sao potencialmente importantes e ndo poderiam ser eliminados, a analise
de trilha para esse nivel de N foi realizada sob multicolinearidade (Carvalho e Cruz,
1996) (Tabela 20). O valor da constante k escolhido para a estabilizagdo das estimativas
foi relativamente pequeno (0,05), causando pouco viés na analise de regressdo
(Carvalho & Cruz, 1996). Isso pode ser observado pelo elevado coeficiente de
determinacdo da andlise de trilha (0,98), indicando que grande parte da variacdo do
caracter principal foi determinada pelos caracteres explicativos. Desses caracteres,
somente o NF néo teve efeito direto sobre a EAbN, devido ao fato de a sua estimativa
estar abaixo do efeito da varidvel residual, sendo, portanto, considerada como variacdo
ao acaso. Observa-se que, entre a EUtN e a EADN, a correlagdo é negativa,
possivelmente porque planta prioriza um componente em detrimento do outro durante o
seu desenvolvimento, como ja descrito no item 4.2. Ja os efeitos indiretos negativos
com o CRAXxi e CRLat vdo de encontro ao esperado, em que O aumento nos
comprimentos radiculares, causaria aumento na absorcdo de N. Isso pode ser devido ao
fato de a planta gastar energia em excesso com o crescimento radicular, diminuindo a
sua disponibilidade para a absorcao.

Nesse estadio, VT, também sabe-se que a GSr apresenta moderado efeito direto
sobre a EAbN (0,14) e alta correlagéo (0,64), podendo também ser um caracter usado na
elaboracdo de indices de selecdo de plantas com alta EAbN. Isso indica que a
assimilacdo do N ocorre ndo somente nas folhas, mas também na raiz. Contudo, para
isso € necessaria a importacdo de carboidratos produzidos nas folhas para, apos serem
metabolizados, gerar energia e fornecer esqueletos de carbono para o processo de

incorporagdo do nitrogénio em amino&cidos (Oaks, 1994). Entretanto, esse processo
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possui um gasto energético maior quando comparado a assimilacdo nas folhas. Essa
vantagem energética é a base da sugestdo da selecdo de linhagens que maximizem a
reducdo de NO;™ nas folhas, visando a reduzir as exigéncias energeticas e aumentar a
produtividade (Schrader, 1984). Uma ressalva que precisa ser feita é que, a partir desse
estadio, ndo ha mais como manter somente as plantas superiores para a hibridacéo,
diminuindo o ganho por selecdo. Além disso, qualquer um desses caracteres que
explicaram a EAbN sdo destrutivos, dificultando o processo de avaliacdo réapida e
impossibilitando que 0s mesmos materiais avaliados sejam as unidades de
recombinacdo. Consequentemente, ha reducdo no potencial dos ganhos a serem obtidos
com a selecdo.

No estadio R1, os caracteres considerados na andlise de trilha também explicam
quase a totalidade da variacdo na EAbN (R2=0,98) (Tabela 21). Nesse caso, também
havia multicolinearidade severa na matriz de correlacdo fenotipica, sendo a analise de
trilha realizada sob multicolinearidade, com valor de k igual ao da andlise anterior
(0,05). Observou-se que o efeito direto da GSa sobre a EADbN diminuiu quando
comparada ao estddio V9. Contudo, houve aumento na correlacdo, reiterando a
significancia da interacdo linhagens x estadio de avaliagdo. Os comprimentos de raiz

tiveram efeito direto sobre a EAbN similares ao observado no estadio VT.

4.4  Ganhos diretos e indiretos com a selecéo

Considerando os ganhos diretos e indiretos estimados para a EAbN no estadio
R6, em BN, nota-se que 0 maior ganho seria obtido por meio da selecdo pela GSa no
estadio R1, estadio bastante adiantado do ciclo da planta (Tabela 22). No entanto, é de
grande interesse que a avaliagdo seja feita de forma precoce, pois acelera o processo de
selecdo, podendo-se descartar de imediato os genotipos de maior susceptibilidade,
concentrando assim 0s recursos nos potencialmente superiores (Fritsche-Neto et al.,
2010). A partir disso, tem-se que a GSa em V9, com ganho estimado em 83,55%, &,
nesse ambiente, o caracter mais promissor. Além de sua alta herdabilidade, por ser um
método ndo destrutivo, é possivel avaliar as proprias unidades de recombinacéo,
maximizando o controle parental e os ganhos com a sele¢do para a EAbN no final do
ciclo.

Em AN, o caracter que possibilitou maior ganho indireto para a EAbN em BN,
no estadio R6, foi a GSa em V14 (206,86%). Além disso, deve ser considerado que a
selecdo no estadio V14 possibilita a manutencdo somente dos individuos superiores no

processo de recombinagdo. Para o ambiente de AN, ainda tem-se a vantagem de as
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plantas estarem expressando totalmente seu potencial genético e, ainda, a possibilidade
de avaliacdo quanto a outras varidveis de interesse em um cultivar comercial, como
resisténcia a doencas, acamamento, etc.

A enzima NR ndo se mostrou importante para a selecdo de gendtipos superiores
qguanto a EUN. Resultados semelhantes foram observados por Machado et al. (2001),
em que a atividade da NR n&o diferenciou variedades eficientes e ineficientes no uso de
N. No presente trabalho, a atividade da NR também n&o foi influenciada pelos niveis de
N. Isso mostra que, com alta atividade da NR, ndo se tem, necessariamente, alta EUN,
visto que a NR é s6 a primeira enzima de um longo processo de assimilacdo. Por outro
lado, tem-se que a GSa é o caracter de maior efeito sobre a EAbN e, consequentemente,
de interesse, na avaliacdo de genoétipos quanto a EUN. Nesse sentido, diversos autores
(Fontaine et al., 2009; Hirel et al., 2001; Martin et al., 2006) confirmaram que loci de
caracteres quantitativos (QTL’s) identificados para producdo de grdos e seus
componentes sdo coincidentes com QTL’s identificados para a atividade da GS. Além
disso, em condicGes de limitacdo de N, a correlagéo positiva entre a atividade da GS e 0
numero de graos, observada por Below (1995), sugere que alta atividade da GS é
necessaria para evitar o aborto de embrides imediatamente apo6s a fertilizacdo. Com isso,
nota-se que, por meio da selecdo pela atividade da GSa, obter-se-&o plantas mais

eficientes no uso de nitrogénio e, consequentemente, com maiores produtividades.

5.CONCLUSOES

As atividades da glutamina sintetase, nos estadios V9 e V14, permitem a selecéo
precoce e indireta para eficiéncia no uso de nitrogénio em milho, nas condi¢des de baixa

e alta disponibilidade de N, respectivamente.
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7. ANEXOS

Tabela 2 - Resumo das analises de variancia para os caracteres eficiéncia na utilizagéo
de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcédo de nitrogénio (EAbN), eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO,” h™* g* MF),
atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD h?t g‘1 MF),
atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, pumoles de GHD h* g* MF),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area
de raiz especifica (ARe, cm2 g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas
(NF), altura de planta (AP, cm), didmetro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag
kg™) e teor de potassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em baixa
disponibilidade de nitrogénio (BN), no estddio de nove folhas completamente
desenvolvidas (V9), em Vicosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL EUtN EAbN EUN NR GSa
Linhagem (L) 2 1,76"™ 0,08™  28,69™ 0,11" 13,157
___Residuo_ 2 . 059 _____007 1006 _ 005 224
ol 0,23 1,6E-3 3,73 0,01 2,18
S L 6591 992 6494 . 95,28 ! 82,94 _
Média 6,87 2,88 19,18 0,64 8,10
CV(%) 11,13 9,23 16,54 34,21 18,49
FV GL GSr CRLat CRAxi ARe SPAD
Linhagem (L) 2 20,01"™ 0,08™ 017" 3E-3"™ 14,96
___Residuo 12 . 1489 004 002 001 . 10,68
o2 1,02 6,4E-3 0,03 ~0,00 0,85
S L 2596 4228 8750 =0,00____: 28,58
Média 7,55 4,08 3,49 2,60 45,55
CV(%) 51,13 5,12 4,14 3,46 7,18
FV GL NF AP DC TP TK
Linhagem (L) 2 0,07™ 27,80™  0,82"™ 0,575 0,18™
Residuo 12 0,77 66,90 0,25 0,01 0,37
o2 ~ 0,00 ~ 0,00 0,11 0,11 = 0,00
h? ~ 0,00 ~0,00 69,63 98,43 = 0,00
Média 9,33 45,80 6,81 1,00 4,84
CV(%) 9,38 17,86 7,32 9,49 12,59

" N3o significativo, significativo a5 %, ~ significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 3 - Resumo das analises de variancia para os caracteres eficiéncia na utilizagédo
de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcédo de nitrogénio (EAbN), eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO,” h™* g* MF),
atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD h?t g‘1 MF),
atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, pumoles de GHD ht g'1 MF),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area
de raiz especifica (ARe, cm2 g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas
(NF), altura de planta (AP, cm), didametro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag
kg') e teor de potassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em alta
disponibilidade de nitrogénio (AN), no estddio de nove folhas completamente
desenvolvidas (V9), em Vicosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL  EUN EAbN EUN NR GSa
Linhagem (L) 2 0,32"™ 3E-3" 071"  023™ 129"
_______ Residwo 12 021 ~ 1E3 019 010 252

o} 0,02 4E-4 0,10 0,03 ~ 0,00
___________ e 3213 7304 7364 5599 =000 _
Média 5,99 0,80 2,36 0,71 8,70
CV(%) 7,73 3,29 18,34 4515 18,26
FV GL GSr CRLat CRAXi ARe  SPAD
Linhagem (L) 2 16537 0,14" 0,19°  0,02™  841™
_______ Residwo 12 6897 006 005 001 1741
o} 19,28 0,02 0,03 3E-3  =0,00
___________ e 5830 5656 7524 6239 =000 _
Média 11,73 3,85 3,30 2,61 45,77
CV(%) 70,82 6,41 6,62 3,59 9,12
FV GL NF AP DC TP TK
Linhagem (L) 2 0,80™ 303,80™ 0,21™ 3,797 182
_______ Residuwo 12 133 18473 168 055 039
o} ~ 0,00 23,81 ~0,00 0,65 0,29
___________ e .. =000 3919 =000 859 7863 _
Média 9,40 45,20 6,69 1,67 4,41
CV(%) 12,28 30,07 19,39 4437 14,12

" N3o significativo, significativo a5 %,  significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.

31



Tabela 4 - Resumo das analises de variancia conjunta para os caracteres eficiéncia na
utilizacdo de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcdo de nitrogénio (EADN),
eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, umoles de
NO, h* g'1 MF), atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD
ht g'1 MF), atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, umoles de GHD ht g‘1 MF),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area
de raiz especifica (ARe, cm2 g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas
(NF), altura de planta (AP, cm), didametro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag
kg™') e teor de potassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em duas
disponibilidades de nitrogénio, no estadio de nove folhas completamente desenvolvidas
(V9), em Vicgosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL EUIN EAbN EUN NR GSa
Linhagem (L) 2 1,75 0,05" 19,15 032" 11,05"
Nivel de N (N) 1 588" 32,487 2120,787  0,04™ = 273"

L x N 2 028™ 0,03" 10,25™  0,03®  3,39™
. Residuwo 24 040 004 512 008 ___ 2,38
o} 0,14 1,7E-3 1,40 0,02 0,87
N | 719 8193 7325 7613 7843 _
Média 6,43 1,84 10,77 0,67 8,40
CV(%) 9,83 10,26 21,02 40,66 18,38

FV GL  GSr CRLat CRAXi ARe  SPAD
Linhagem (L) 2 14520 0,18 0,33" 0,02  21,10™
Nivel de N (N) 1 130,98™ 0,40" 0,29” 1E-3™  0,37™

LxN 2 40,19™ 0,04" 0,03" 0,01 227"
. Residuo 24 4193 | 005 ___.003 001 1405 _
ol 10,33 0,01 0,03 7E-4 0,70
N | iz 7098 8946 4510 3341
Média 9,64 3,97 3,39 2,61 45,66
CV(%) 67,19 5,77 5,45 3,53 8,21

FV GL NF AP DC TP TK
Linhagem (L) 2 043" 234,10 0,28™ 3,64 1,57
Nivel de N (N) 1 0,03 2,70™ 0,10™ 3317 139"

Lx N 2 043" 97,50™ 0,75™ 0,73"  0,43™
. Residuwo 24 105 12582 097 028  __ 038
o2 ~ 0,00 10,83 ~0,00 0,34 0,12
S L =000 ___ 46,26 =000 ¢ 9236 7578 _
Média 9,37 45,50 6,75 1,33 13,32
CV(%) 10,94 24,65 14,56 39,50 4,63

" N3o significativo, significativo a5 %, ~ significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 5 - Resumo das analises de variancia para os caracteres eficiéncia na utilizagédo
de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcéo de nitrogénio (EAbN), eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO,” h™* g* MF),
atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD h?t g‘1 MF),
atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, umoles de GHD h* g* MF),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area
de raiz especifica (ARe, cm2 g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas
(NF), altura de planta (AP, cm), didmetro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag
kg™') e teor de potassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em baixa
disponibilidade de nitrogénio (BN), no estadio de 14 folhas completamente

desenvolvidas (V14), em Vicosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL  EUIN EAbN EUN NR* GSa
Linhagem (L) 2 4,61"™ 0,19™ 3,53™ 4E-3"™ 1,88"™
__._Residuo 12 229 009 1136 001 592

ol 0,46 0,02 ~0,00  =0,00 ~ 0,00
e 85031 5248 =000 __ =000 _ =000__
Média 9,58 2,47 22,30 0,08 15,11
CV(%) 15,79 12,30 15,11 120,97 15,55
FV GL GSr CRLat CRAXi ARe SPAD
Linhagem (L) 2 78,68™ 0,05" 0,02" 2E-3"  18,00™
__._Residuo 12 7862 012 004 001 ____ 3801
o2 0,01 ~ 0,00 ~0,00  =0,00 = 0,00
N L 007 =000 ____ 20,00 =000 _ =000__
Média 20,13 4,50 3,87 2,43 38,81
CV(%) 44,04 7,58 5,38 3,62 15,89
FV GL NF AP DC TP TK
Linhagem (L) 2 0,47™ 115,20™ 0,76™ 0,107 1,01
__._Residuo 12 1% 76327 033 4E-3 017 __
oy = 0,00 ~ 0,00 0,09 0,02 0,17
e =000 =000 96,26 9537 8290
Média 13,53 95,60 7,92 0,65 3,52
CV(%) 10,18 28,90 7,29 10,21 11,79

" N3o significativo, significativo a5 %,  significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
1Com 2 e 10 graus de liberdade de linhagem (L) e residuo, respectivamente.
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Tabela 6 - Resumo das analises de variancia para os caracteres eficiéncia na utilizagédo
de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcédo de nitrogénio (EAbN), eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO,” h™* g* MF),
atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD h?t g‘1 MF),
atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, pumoles de GHD ht g'1 MF),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area
de raiz especifica (ARe, cm? g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas
(NF), altura de planta (AP, cm), didametro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag
kg™) e teor de potéssio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em alta
disponibilidade de nitrogénio (AN), no estddio de 14 folhas completamente
desenvolvidas (V14), em Vicosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL  EUIN EAbN EUN NR! GSa
Linhagem (L) 2 0,22" 5E-3" 1,067 1,29™ 32,30
____Residuo 12 Y 1E3 . 016 ____. 292 ! 382 .

ol 9,9E-3 9E-4 0,18  =0,00 5,70
S | 2219 . 8,04 8502 =000 _ . 88,17 __
Média 6,41 0,83 2,89 8,70 15,15
CV(%) 6,48 4,09 13,76 18,26 12,90
FV GL  GSr CRLat CRAXi  ARe SPAD
Linhagem (L) 2  127,91™ 0,40” 0,307  2E-3™ 0,32™
____Residuo 12 10750 005 003 __ | 001 . 37,69
ol 4,08 0,07 0,05  =0,00 = 0,00
S | 159 87,49 9150 =000 =000 _
Média 28,55 4,45 3,80 2,53 44,31
CV(%) 36,31 4,95 4,16 3,29 13,86
FV GL NF AP DC TP TK
Linhagem (L) 2 1,87™ 176,60™ 0,30"  0,10™ 0,96"™
__.__Residuo 12 233 179493 073 | 001 ! 0,66 ___
o} ~ 0,00 ~ 0,00 ~0,00 0,02 0,06
k=000 =000 _ : =000 8959 . 30,85
Média 13,87 105,80 7,80 0,77 3,27
CV(%) 11,01 40,04 10,96 13,12 24,88

™ n3o significativo, significativo a5 %, ~ significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
1 Com 2 e 11 graus de liberdade de linhagem (L) e residuo, respectivamente.
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Tabela 7 - Resumo das analises de variancia conjunta para os caracteres eficiéncia na
utilizacdo de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcdo de nitrogénio (EADN),
eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, umoles de
NO, h* g'1 MF), atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD
ht g'1 MF), atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, umoles de GHD ht g‘1 MF),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area
de raiz especifica (ARe, cm2 g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas
(NF), altura de planta (AP, cm), didametro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag
kg™) e teor de potéassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em duas
disponibilidades de nitrogénio, no estadio de 14 folhas completamente desenvolvidas
(V14), em Vigosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL EUIN EAbN EUN NR? GSa
Linhagem (L) 2 3,35™ 0,07 3,06"™ 0,01 2489”7
Nivel de N (N) 1 75,37 19,96 2823,78"  0,02™ 0,01™

L x N 2 1,49"™ 0,13" 1,53"  4E-3™  930™
_______ Residuwo 24 123 005 576 001 467
ol 0,21 23E-3 =000  =0,00 2,02
___________ e ... 6317 3338 =000 =000 _ 8122
Média 8,00 1,65 12,60 0,11 15,13
CV(%) 13,88 13,07 19,05 103,92 14,29

FV GL GSr CRLat  CRAXi Are SPAD
Linhagem (L) 2 23,00™ 0,32" 0,24” 1E-4"  10,49™
Nivel de N (N) 1 531,49" 0,02™ 0,03™ 0,087 226,93

L x N 2 183,59™ 0,12" 0,08™  4E-3"  7,92™
_______ Residuo 24 9306 008 003 001 3785
o2 ~0,00 0,02 0,02 ~0,00 =0,00
B e o ....=000 7457 8592 20,00 _ =000 _
Média 24,34 4,47 3,83 2,48 41,56
CV(%) 39,63 6,42 4,82 3,45 14,80

FV GL NF AP DC TP TK
Linhagem (L) 2 0,70™ 13,90  0,93™ 0,197  0,79™
Nivel de N (N) 1 0,83™ 780,30  0,11"™ 0,12 0,45™

LxN 2 1,63" 277,90  0,13™ 2E-5"  1,18™
_______ Residuo 24 212 127910 053 001 042
o2 ~0,00 ~0,00 0,04 0,02 0,02
___________ ... =000 =000 _ 4286 __ 9621 _ 47,05
Média 13,70 100,70 7,86 0,71 3,39
CV(%) 10,62 35,52 9,28 12,04 19,03

™ ndo significativo, significativo a5 %, ~ significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
1 Ccom 2, 1, 2, 21 graus de liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), LxN e residuo, respectivamente.

35



Tabela 8 - Resumo das analises de variancia para os caracteres eficiéncia na utilizagédo
de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcédo de nitrogénio (EAbN), eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO,” h™* g* MF),
atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD h?t g‘1 MF),
atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, pumoles de GHD ht g'1 MF),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area
de raiz especifica (ARe, cm2 g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas
(NF), altura de planta (AP, cm), didametro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag
kg™) e teor de potéassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em baixa

disponibilidade de nitrogénio (BN), no pendoamento (VT), em Vigcosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL EUN EADN EUN NR* GSa’
Linhagem (L) 2 798 2E-3"™ 4356°  0,04™ 1,07™
. Residuwo 12 154 004 11,06 004 - 3,23

ol 1,29 ~ 0,00 6,50 5E-4 = 0,00
_____________ e . ..8069 =000 7464 594 =000 _
Média 10,24 2,27 22,07 0,51 6,46
CV(%) 12,12 9,02 15,06 36,76 27,79
FV GL GSr? CRLat CRAXi Are SPAD
Linhagem (L) 2 7207 0,397 0,23 0,02"  3543™
. Residuwo 12 074 006 | 005 001 4154
ol 1,76 0,07 0,04 1E-3 ~0,00
_____________ 2 8968 88 7673 2740 =000 _
Média 2,94 4,66 4,07 2,54 38,83
CV(%) 29,28 5,01 5,69 4,65 16,6
FV GL NF AP DC TP TK
Linhagem (L) 2 12877  1252,07™ 0,69™ 0,10™ 0,12"™
. Residuo 12 127 104723 | 054 003 023
ol 2,32 40,97 0,03 0,01 ~0,00
_____________ e . ..916 1636 2159 7182 =000 _
Média 21,27 195,06 7,11 0,69 2,92
CV(%) 5,29 16,59 10,33 24,59 16,26

" N3o significativo, significativo a5 %,  significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
1 Com 2 e 10 graus de liberdade de linhagem (L) e residuo, respectivamente. 2Com 2 e 8 graus de liberdade de
linhagem (L) e residuo, respectivamente.
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Tabela 9 - Resumo das analises de variancia para os caracteres eficiéncia na utilizagédo
de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcédo de nitrogénio (EAbN), eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO,” h™* g* MF),
atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD h?t g‘1 MF),
atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, pumoles de GHD ht g'1 MF),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area
de raiz especifica (ARe, cm? g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas
(NF), altura de planta (AP, cm), didametro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag
kg') e teor de potassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em alta

disponibilidade de nitrogénio (AN), no pendoamento (VT), em Vigosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL EUIN EAbN EUN NR? GSa’
Linhagem (L) 2 0,03 1E-3 0,12 0,07™ 1,27
_________ Residwo 10 010  1E4 007 012 142

ol ~0,00 2E-4 0,01 ~0,00  =0,00
_____________ e .. =000 8233 3964 =000 _ =000 _
Média 6,63 0,82 2,88 0,73 6,65
CV(%) 4,75 1,48 9,17 47,95 17,91
FV GL  GSr? CRLat CRAXi Are SPAD?®
Linhagem (L) 2 138" 0,157 0,21" 0,01™ 15557
_________ Residwo 10 291 002 002 001 47823
ol ~ 0,00 0,03 0,04 1E-3 21,55
_____________ e .. =000 8,82 9033 5029 6926
Média 3,61 4,55 3,90 2,61 49,91
CV(%) 47 24 3,10 3,63 2,85 13,86
FV GL NF AP DC? TP TK
Linhagem (L) 2 159% 1316,25™ 0,27™ 0,06 1,31
_________ Residuo 10 298 295675 067 __ S5E3 022
o} ~ 0,00 ~ 0,00 ~ 0,00 0,01 0,25
_____________ e ..=000 =000 _ =000 9201 _ 8300 _
Média 20,08 185,00 7,57 0,71 2,58
CV(%) 8,59 29,39 10,81 9,56 18,24

™ ndo significativo, significativo a5 %, = significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.

! Com 2 e 9 graus de liberdade de linhagem (L) e residuo, respectivamente. 2 Com 2 e 8 graus de liberdade de
linhagem (L) e residuo, respectivamente. * Com 2 e 12 graus de liberdade de linhagem (L) e residuo,
respectivamente.
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Tabela 10 - Resumo das andlises de variancia conjunta para os caracteres eficiéncia na
utilizacdo de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcdo de nitrogénio (EADN),
eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, umoles de
NO, h* g* MF), atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, pmoles de GHD
ht g'1 MF), atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, umoles de GHD ht g‘1 MF),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area
de raiz especifica (ARe, cm? g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas
(NF), altura de planta (AP, cm), didametro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag
kg™') e teor de potassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em duas

disponibilidades de nitrogénio, no pendoamento (VT), em Vicosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL EUN EADN EUN NR? GSa’
Linhagem (L) 2 365 2E-4"™ 18,01™ 0,02 2,01
Nivel de N (N) 1 90,477 14557 2548517  0,22™ 0,77™

LxN 2 369 2E-3"™ 21,97 0,07 0,55"
.. _Residwo 22 089 002 606 008 2,37 __
o} 0,30 ~ 0,00 1,29 ~0,00  =0,00
______________ e .. 7578 =000 6638 =000 =000 _
Média 8,56 1,60 13,16 0,62 6,55
CV(%) 10,99 9,47 18,70 44,84 23,48

FV GL GSr? CRLat CRAXi ARe SPAD?
Linhagem (L) 2 546" 0,10™ 0,10™ 0,01 168,36
Nivel de N (N) 1 4,08™ 0,07™ 0,17 0,04™ 920,75

LxN 2 2,83 042" 0,337 0,02™  22,64™
____Residuio 22 18 004 004 001 4468 _
ay 0,51 0,01 0,01 ~0,00 12,37
______________ h 6651 5950 6284 =000 7346 _
Média 3,28 4,61 3,99 2,57 44,37
CV(%) 41,24 4,27 4,91 3,91 15,06

FV GL NF AP DC? TP TK
Linhagem (L) 2 11,017  1026,90™ 0,28™ 015" 1,137
Nivel de N (N) 1 969 926,22" 1,54"™ 1E-3"™ 1,05

L x N 2 2,120™  1457,46™ 0,67™ 0,01" 0,35"
.___Residwo 22 204 - 191520 060 (¢ 002 022 _
o} 0,97 ~ 0,00 ~ 0,00 0,01 0,10
B L 8144 =000 20,00 87,82 80,09
Média 20,71 190,39 7,34 0,70 2,77
CV(%) 6,90 22,99 10,59 19,13 17,12

™ ndo significativo, significativo a5 %, ~ significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
Ycom2,1,2,19 graus de liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), LxN e residuo, respectivamente. 2Com2, 1,2,
16 graus de liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), LxN e residuo, respectivamente. * Com 2, 1, 2, 24 graus de
liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), LxN e residuo, respectivamente.
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Tabela 11 - Resumo das andlises de variancia para os caracteres eficiéncia na utilizagédo

de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcédo de nitrogénio (EAbN), eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO,” h™* g* MF),

atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD h?t g‘1 MF),

atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, pumoles de GHD ht g'1 MF),

comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area

de raiz especifica (ARe, cm2 g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas

(NF), altura de planta (AP, cm), didametro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag

kg™') e teor de potassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em baixa

disponibilidade de nitrogénio (BN), no florescimento (R1), em Vigosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL  EUN EAbN EUN NR? GSa
Linhagem (L) 2 684" 0,01 16,55™ 0,03 1587
_________ Residwo 12 373 013 2926 003 141
ol 0,62 ~ 0,00 ~0,00 =0,00 2,89
_____________ e .. .447 =000 =000 =000 _ 9112
Média 11,35 2,08 22,20 0,17 5,89
CV(%) 17,02 17,04 24,36 103,84 20,17
FV GL  GSr CRLat CRAXi ARe SPAD
Linhagem (L) 2 19,09™ 0,45~ 017" 4E-3™  42,02™
_________ Residuwo 12 2625 007 003 002 2710 _
o} ~ 0,00 0,08 0,03 ~ 0,00 2,98
_____________ e ... =000 8329 8499 =000 _ 3551 _
Média 5,60 4,64 4,09 2,50 38,65
CV(%) 91,46 5,51 3,90 6,14 13,47
FV GL NF AP DC TP TK
Linhagem (L) 2 1287 1252,07"™ 0,69™ 0,22™ 0,54™
_________ Residuo 12 127 104723 054 007 066 _
o} 2,32 40,97 0,03 0,03 ~0,00
] 0 9016 1636 2159 6773 =0,00_
Média 21,27 195,07 7,11 0,69 2,53
CV(%) 5,29 16,59 10,33 38,86 32,04

™ Néo significativo, significativo a5 %, ~ significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
1 Com 2 e 8 graus de liberdade de linhagem (L) e residuo, respectivamente. 2 Com 2 e 11 graus de liberdade de
linhagem (L) e residuo, respectivamente.
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Tabela 12 - Resumo das andlises de variancia para os caracteres eficiéncia na utilizagédo
de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcédo de nitrogénio (EAbN), eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO,” h™* g* MF),
atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD h?t g‘1 MF),
atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, pumoles de GHD ht g'1 MF),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area
de raiz especifica (ARe, cm? g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas
(NF), altura de planta (AP, cm), didametro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag
kg™) e teor de potéssio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em alta

disponibilidade de nitrogénio (AN), no florescimento (R1), em Vigosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL EUN EAbN EUN NR! GSa?
Linhagem (L) 2 040m 1E-3"™ 0,03™ 4E-3™ 9,58™
_________ Residwo 12 062  1E3 040 001 352

ol ~ 0,00 ~ 0,00 ~ 0,00 ~ 0,00 1,30
_____________ e . =000 =000 =000 =000 6323
Média 7,16 0,84 3,31 0,23 6,68
CV(%) 10,97 418 19,18 49,56 28,07
FV GL Gsrt CRLat CRAXi ARe SPAD
Linhagem (L) 2 6742™ 0,02" 0,04™ 0,01™  104,45™
_________ Residuo 12 178 004 004 001 6353
ol 11,45 ~ 0,00 ~ 0,00 1,2E-3 8,18
_____________ e 7351 =000 =000 4028 3917
Média 5,68 4,68 4,09 2,59 50,26
CV(%) 74,35 4,36 5,33 3,57 15,86
FV GL NF AP? DC TP TK
Linhagem (L) 2 159™ 1316,25" 0,27™ 0,03™ 1,16"
_________ Residuo 12 298 29675 067 001 045
o} ~ 0,00 ~ 0,00 ~ 0,00 3E-3 0,14
_____________ e =000 =000 =000 6097 6096
Média 20,08 185,00 7,57 0,75 2,23
CV(%) 8,59 29,39 10,81 13,41 30,12

™ ndo significativo, significativo a5 %, ~ significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
! Com 2 e 10 graus de liberdade de linhagem (L) e residuo, respectivamente. 2 Com 2 e 11 graus de liberdade de
linhagem (L) e residuo, respectivamente.
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Tabela 13 - Resumo das andlises de variancia conjunta para os caracteres eficiéncia na
utilizacdo de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcdo de nitrogénio (EADN),
eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, umoles de
NO, h* g* MF), atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, pmoles de GHD
ht g'1 MF), atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, umoles de GHD ht g‘1 MF),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area
de raiz especifica (ARe, cm? g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas
(NF), altura de planta (AP, cm), didametro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag
kg™) e teor de potéassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em duas

disponibilidades de nitrogénio, no florescimento (R1), em Vigosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL EUN EAbDN EUN NR* GSa?
Linhagem (L) 2 525 4E-3" 7,63™ 0,02™ 21137
Nivel de N (N) 1 131,197 11,587  2677,11°  0,02™ 411"

Lx N 2 12,00™ 4E-3™ 8,96 0,01" 3,42"
. Residuo_ 24 217 006 1 89 002 242
o} 0,31 ~ 0,00 ~ 0,00 5E-4 1,95
_____________ e o _..5856 =000 =000 1464 8855 _
Média 9,25 1,46 12,76 0,20 6,27
CV(%) 15,93 17,25 30,19 71,56 24,80

FV GL GSr® CRLat CRAXi ARe SPAD
Linhagem (L) 2 80,18 0,337 0,15" 0,01  131,08™
Nivel de N (N) 1 0,73 0,01™ 1E-4" 0,05  1010,36

Lx N 2 941™ 0,14 0,06 0,01™  15,39™
____Residuo_ 24 2225 005 ___f 005 002 . 4532
o} 6,52 0,03 0,01 ~0,00 8,58
_____________ e 7225 8370 7580 =000 6543
Média 5,64 4,66 4,09 2,55 44,45
CV(%) 83,62 4,96 4,67 4,98 15,14

FV GL NF AP* DC TP TK
Linhagem (L) 2 11,017  1026,90™ 0,28™ 0,207 1,59™
NiveldeN(N) 1 9,69 926,22 1,54" 0,03" 0,67"

Lx N 2 220  1457,46™ 0,67" 0,05" 0,10
. Residuo_ 24 204 191520 060 004 056
aF 0,97 ~ 0,00 ~0,00 0,02 0,10
_____________ e .84 =000 =000 __ 7935 6516 _
Média 20,71 190,39 7,34 0,72 2,38
CV(%) 6,90 22,98 10,59 28,14 31,28

™ ndo significativo, significativo a5 %, ~ significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.

tcom2,1,2,18 graus de liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), LxN e residuo, respectivamente. 2com2, 1,2,
23 graus de liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), LxN e residuo, respectivamente. * Com 2, 1, 2, 21 graus de
liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), LxN e residuo, respectivamente. * Com 2, 1, 2, 22 graus de liberdade de
linhagem (L), nivel de N (N), LxN e residuo, respectivamente.
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Tabela 14 - Resumo das andlises de variancia para os caracteres eficiéncia na utilizagédo
de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcédo de nitrogénio (EAbN), eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO,” h™* g* MF),
atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD h?t g‘1 MF),
eficiéncia na translocacdo (ETr), altura de planta (AE, cm), peso de mil graos (PG, g),
numero de fileiras (FIL), teor de clorofila (SPAD, pg cm™), nimero de folhas (NF),
altura de planta (AP, cm), diametro de colmo (DC, cm), teor de fosforo (TP, dag kg™) e
teor de potassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em baixa

disponibilidade de nitrogénio (BN), na maturidade fisiologica (R6), em Vicosa, MG,

Brasil
Quadrados Médios
FV GL EUIN EADN EUN NR* GSa’
Linhagem (L) 2  10,54™ 0,10 17,09™ 0,25™  68,75™
__._Residuo 10 49 | 002 _____ 624 | 027 ___ 2911
ol 1,30 0,02 2,51 ~ 0,00 7,93
____________ h 8851 7970 6350 =000 _ 5765 _
Média 21,86 1,31 23,64 0,27 8,34
CV(%) 10,12 10,92 10,56 193,14 64,71
FV GL ETIN AE PG FIL SPAD!
Linhagem (L) 2  1E-3™ 329,76™ 1051,72" 0,75  184,63™
__._Residuo 10 001 62256 386832 268 107,02
o} ~ 0,00 ~ 0,00 ~ 0,00 ~ 0,00 15,52
____________ 2  ...=000 =000 =000 _ =000 _ 4204
Média 0,95 110,61 250,89 12,77 31,27
CV(%) 11,88 22,56 24,79 12,82 33,08
FV GL NF AP! DC! TP TK
Linhagem (L) 2 12,87  1252,08™ 0,69™ 0,12™ 0,88™
___Residuo 10 127 104723 054 004 039
of 2,32 40,97 0,03 0,02 0,11
____________ 2 .96 1636 2159 6919 5559
Média 21,27 195,07 7,11 1,20 4,15
CV(%) 5,29 16,59 10,33 15,95 15,03

™ N&o significativo, significativo a5 %, ~ significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
1Com 2 e 12 graus de liberdade de linhagem (L) e residuo, respectivamente.
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Tabela 15 - Resumo das andlises de variancia para os caracteres eficiéncia na utilizagédo
de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcédo de nitrogénio (EAbN), eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO,” h™* g* MF),
atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD h?t g‘1 MF),
eficiéncia na translocacdo (ETr), altura de planta (AE, cm), peso de mil graos (PG, g),
numero de fileiras (FIL), teor de clorofila (SPAD, pg cm™), nimero de folhas (NF),
altura de planta (AP, cm), diametro de colmo (DC, cm), teor de fosforo (TP, dag kg™) e
teor de potassio (TK, dag kg?), em trés linhagens de milho avaliadas em alta

disponibilidade de nitrogénio (AN), na maturidade fisiologica (R6), em Vicosa, MG,

Brasil
Quadrados Médios
FV GL  EUN EAbN EUN NR* GSa'
Linhagem (L) 2 1,60 1E-4" 0,60™ 0,05™  27,83™
___Residuo - o 2092 Se5 034 002 3554
o2 ~ 0,00 2E-5 0,08 001  =0,00
S L =000 5045 4274 6430 =000
Média 15,66 0,74 3,35 0,33 9,66
CV(%) 9,23 0,95 17,45 39,20 61,74
FV GL ETIN AE? PG FIL  SPAD!
Linhagem (L) 2 4E-4"™ 636,27™ 3474,33™ 1,97  100,25™
____Residuio - T 001 651,07 247988 195 ¢ 92,40
o} ~ 0,00 ~ 0,00 298,63 4E-3 1,57
S L =000 =000 2862 073 783
Média 0,80 116,46 235,09 13,20 43,62
CV(%) 14,04 21,91 21,18 10,58 22,04
FV GL  NF? AP? DC? TP TK
Linhagem (L) 2 1,59" 1316,25" 0,27™ 0,54  0,30™
____Residuwo - T 298 . 2956,75 067 010 043
ol ~ 0,00 ~ 0,00 ~ 0,00 013  =0,00
S L =000 =000 =000 80,73 =000
Média 20,08 185,00 7,57 1,43 3,35
CV(%) 8,59 29,39 10,80 22,53 19,47

™ n3o significativo, significativo a5 %, ~ significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
! Com 2 e 12 graus de liberdade de linhagem (L) e residuo, respectivamente. 2 Com 2 e 10 graus de liberdade de
linhagem (L) e residuo, respectivamente.
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Tabela 16 - Resumo das andlises de variancia conjunta para os caracteres eficiéncia na
utilizacdo de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcdo de nitrogénio (EADN),
eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, umoles de
NO, h* g'1 MF), atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD
h* g* MF), eficiéncia na translocacdo (ETr), altura de planta (AE, cm), peso de mil
grdos (PG, g), numero de fileiras (FIL), teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de
folhas (NF), altura de planta (AP, cm), didmetro de colmo (DC, cm), teor de fosforo
(TP, dag kg™) e teor de potassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas
em duas disponibilidades de nitrogénio, na maturidade fisiologica (R6), em Vicosa,
MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL  EUN EADN EUN NR? GSa’
Linhagem (L) 2 1,84" 0,05 10,85™ 0,07  84,40™
NiveldeN(N) 1  22839" 1,747 2264267 0,03  13,04™

LxN 2 9,17™ 0,04 4,80™ 0,23  12,17™
_________ Residwo 17 374 001 381 014 3233
o} ~ 0,00 5E-3 0,95 ~ 0,00 5,21
_____________ . =000 7544 6576 =000 _ 6170
Média 19,17 1,06 14,82 0,30 9,00
CV(%) 10,09 10,35 13,17 126,62 63,19

FV GL ETIN AE? PG FIL SPAD?
Linhagem (L) 2  1E-5™ 553,99  2556,83" 0,34  129,31™
NiveldeN(N) 1 012" 243,15  2119,92"  1,65" 114343

L x N 2 1E-3™ 412,04™ 225425  2,54™  15557™
_________ Residuo 17 001 63681 329661 238 9971 _
of = 0,00 ~ 0,00 ~0,00  =0,00 2,96
_____________ e o ..=000 =000 =000 =000 _ 2289
Média 0,88 113,58 244,02 12,96 37,44
CV(%) 12,73 22,23 23,53 11,91 26,67
FV GL NF? AP? DC? TP TK

Linhagem (L) 2 11,017  1026,90™ 0,28 0,58" 1,06"™
Nivelde N (N) 1 9,69" 926,22"™ 1,54"™ 0,26  3,61™

Lx N 2 220  1457,46™ 0,67 014  0,04™
_________ Residuo 17 204 191520 060 006 040
o2 0,97 ~ 0,00 ~ 0,00 0,07 0,09
_____________ 2 .84 =000 =000 8998 6249
Média 20,71 190,39 7,34 1,30 3,80
CV/(%) 6,90 22,99 10,59 1949 16,72

™ nao significativo, significativo a5 %, ~ significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.

1Ccom 2, 1, 2, 24 graus de liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), LxN e residuo, respectivamente. 2 Com 2, 1, 2,
22 graus de liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), LxN e residuo, respectivamente. > Com 2, 1, 2, 20 graus de
liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), LxN e residuo, respectivamente.
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Tabela 17 - Resumo das andlises de variancia conjunta para os caracteres eficiéncia na

utilizacdo de nitrogénio (EUtN), eficiéncia na absorcdo de nitrogénio (EADN),

eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN), atividade da nitrato redutase (NR, umoles de

NO, h* g'1 MF), atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de GHD

ht g'1 MF), atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, umoles de GHD ht g‘1 MF),

comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), area

de raiz especifica (ARe, cm2 g™, teor de clorofila (SPAD, pug cm™), nimero de folhas

(NF), altura de planta (AP, cm), didametro de colmo (DC, cm), teor de fésforo (TP, dag

kg™') e teor de potassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em cinco

estadios fenoldgicos e duas disponibilidades de nitrogénio, em Vigosa, MG, Brasil

Quadrados Médios

FV GL EUN EAbN EUN NR? GSa?
Linhagem (L) 2 8729~ 0,09™ 6,61™ 0,08"™  17,58™
NiveldeN(N) 1 460,39 66,96 1232458 0,24™ = 13,25™

Estadio (E) 4 574317 2,357 26,55 1,727 366,19
LxE 8  1.82™ 0,02 12,72" 0,09™  31,33"
LxN 2 10,227 0,07™ 3,19™ 0,06™ 9,62™
N x E 4 2566 1,99 10,94™ 0,02" 1,66
LxNxE 8 1,83 0,03" 10,93™ 0,07  4,42"™
__Residuwo 111 157 004 134 007 917
ol 0,15 1E-3 ~ 0,00 1E-4 0,18
S L 8105 5832 =000 706 7,06
Média 9,87 1,55 12,71 0,38 9,18
CV(%) 12,71 12,61 21,31 68,44 33,00

FV GL Gse?® CRLat CRAXi ARe SPAD*
Linhagem (L) 2  68,72™ 0,637 0,59 0,01  233,71"
Nivelde N(N) 1 314,77 0,22" 0,33" 0,147  2491,74"

Estadio (E) 3 2473,05" 3,02 2,84 0,097 326,67
LxE 6  5940™ 0,10 0,08" 0,01"  56,66™
LxN 2 86,08 0,26~ 0,197 0,02"™  51,28"™
N xE 3 9547™ 0,01™ 0,06™ 0,01™ 202,55
LxNxE 6  4501™ 0,15~ 011" 0,01"™  38,13™
___Residuo 94 439 006 004 001 4832
of 0,70 0,01 0,01 2E-5 3,71
S L 3604 9088 9391 624 7932
Média 11,41 4,42 3,82 2,55 38,62
CV(%) 58,10 5,40 4,95 4,02 17,34
Continua...
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Tabela 17 - ... continuacdo

FV GL  NF? AP? Dc* TP TK
Linhagem (L) 2 22,217  1591,25™ 1,82" 2,187 505
NiveldeN(N) 1 14187 900,01™ 1,90 1,587 6,487

Estadio (E) 4 798,297 12899456~ 4,63 3,047  22,78"
LxE 8  344™ 464,79™ 0,06"™ 0637 025"
L x N 2 377" 4028,34™ 2,68" 0,24  0,07™
Nx E 4 423™ 692,61™ 0,73™ 0517 029"
LxNxE 8  1,31™ 208,53" 0,05" 0,18" 0,50"
_________ Residuo 111 185 140457 066 008 040
ol 0,43 3,92 0,02 0,05 0,10
S L -2 11 A 1173 6362 96,16 92,09 _
Média 16,89 141,52 7,33 0,94 3,38
CV(%) 8,05 26,48 11,11 30,84 18,67

™ ndo significativo, “significativo a5 %, - significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
‘Com?2,1,4,8,2, 4,8 106 graus de liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), estadio (E), LXE, LxN, NXE, LXNXE
e residuo, respectivamente. 2Com?2,1,4,8,2 48 114 graus de liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), estadio
(E), LXE, LxN, NxE, LxNXE e residuo, respectivamente. SCom2,1,3,623,6,85 graus de liberdade de linhagem
(L), nivel de N (N), estadio (E), LxE, LxN, NxE, LXNXE e residuo, respectivamente. 4Com?2,1,4,8,2, 4,8, 120
graus de liberdade de linhagem (L), nivel de N (N), estadio (E), LXE, LxN, NXE, LXNXE e residuo, respectivamente.
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Tabela 18 - Estimativas dos efeitos diretos e indiretos entre a variavel principal
dependente: eficiéncia na absorcdo de nitrogénio (EAbN), na maturidade fisioldgica
(R6), e as varidveis independentes explicativas: atividade da glutamina sintetase na
parte aérea (GSa, pmoles de GHD h™ g MF), comprimento de raiz axial (CRAXxi, cm)
e teor de fésforo (TP, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em baixa
disponibilidade de nitrogénio (BN), no estddio de nove folhas completamente

desenvolvidas (V9), em Vicosa, MG, Brasil

Caracter Efeitos de Associacao Estimativa
GSa Efeito direto sobre EAbN 2,55
Efeito indireto via CRAXi -1,39
Efeito indireto via TP -1,33
Total -0,17
CRAXi Efeito direto sobre EAbN 1,63
Efeito indireto via Gsa -2,17
Efeito indireto via TP 1,20
Total 0,66
TP Efeito direto sobre EAbN -1,34
Efeito indireto via Gsa 2,54
Efeito indireto via CRAXi -1,47
Total -0,26
Coeficiente de determinagéo 0,99
Efeito da variavel residual 0,01
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Tabela 19 - Estimativas dos efeitos diretos e indiretos entre a variavel principal
dependente: eficiéncia na absorcdo de nitrogénio (EAbN), na maturidade fisioldgica
(R6), e as variaveis independentes explicativas: teor de fosforo (TP, dag kg™) e teor de
potassio (TK, dag kg™), em trés linhagens de milho avaliadas em baixa disponibilidade
de nitrogénio (BN), no estadio de 14 folhas completamente desenvolvidas (V14), em
Vigosa, MG, Brasil

Caracter Efeitos de Associagdo Estimativa
TP Efeito direto sobre EAbN 0,76
Efeito indireto via TK -0,15
Total 0,61
TK Efeito direto sobre EAbN -0,80
Efeito indireto via TP 0,14
Total -0,66
Coeficiente de determinagéo 1,00
Efeito da variavel residual 0,00
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Tabela 20 - Estimativas dos efeitos diretos e indiretos entre a variavel principal
dependente: eficiéncia na absorcdo de nitrogénio (EAbN), na maturidade fisioldgica
(R6) e as variaveis independentes explicativas: eficiéncia na utilizacdo de nitrogénio
(EUtN), eficiéncia no uso do nitrogénio (EUN), comprimento de raiz lateral (CRLat,
cm), comprimento de raiz axial (CRAXxi, cm), numero de folhas (NF) e atividade da
glutamina sintetase na raiz (GSr, pmoles de GHD h™ g* MF), em trés linhagens de
milho avaliadas em baixa disponibilidade de nitrogénio (BN), no pendoamento (VT),

em Vicosa, MG, Brasil

Caracter Efeitos de Associacao Estimativa VIF

EUtN Efeito direto sobre EAbN -0,23 16,80
Efeito indireto via EUN -0,23 15,22
Efeito indireto via CRLat -0,23 14,87
Efeito indireto via CRAXI -0,22 14,81
Efeito indireto via NF -8E-4 0,07
Efeito indireto via GSr -0,08 3,94

Total -0,99

EUN Efeito direto sobre EAbN -0,23 16,82
Efeito indireto via EUtN -0,23 15,20
Efeito indireto via CRLat -0,23 14,76
Efeito indireto via CRAXI -0,22 14,69
Efeito indireto via NF -5E-4 0,03
Efeito indireto via GSr -0,08 4,28

Total -0,99

CRLat Efeito direto sobre EAbN -0,23 16,58
Efeito indireto via EUtN -0,23 15,06
Efeito indireto via EUN -0,23 14,97
Efeito indireto via CRAXI -0,22 15,01
Efeito indireto via NF -2E-3 0,29
Efeito indireto via GSr -0,07 2,90

Total -0,98

CRAXi Efeito direto sobre EAbN -0,22 16,57
Efeito indireto via EUtN -0,23 15,02
Efeito indireto via EUN -0,22 14,91
Efeito indireto via CRLat -0,23 15,02
Efeito indireto via NF -2E-3 0,34
Efeito indireto via GSr -0,07 2,77

Total -0,98

Continua...
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Tabela 20 - ... continuacdo

Caracter Efeitos de Associacdo Estimativa VIF

NF Efeito direto sobre EAbN -0,01 8,96
Efeito indireto via EUtN -0,02 0,12
Efeito indireto via EUN -0,01 0,05
Efeito indireto via CRLat -0,04 0,55
Efeito indireto via CRAXI -0,05 0,62
Efeito indireto via GSr 0,10 6,24

Total -0,03

GSr Efeito direto sobre EAbN 0,14 12,32
Efeito indireto via EUtN 0,14 5,37
Efeito indireto via EUN 0,14 5,84
Efeito indireto via CRLat 0,12 3,91
Efeito indireto via CRAXI 0,11 3,73
Efeito indireto via NF -0,01 4,53

Total 0,64

Coeficiente de Determinacao 0,98

Valor de k 0,05

Efeito da variavel residual 0,11

" Fatores que inflacionam as variancias.
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Tabela 21 - Estimativas dos efeitos diretos e indiretos entre a variavel principal
dependente: eficiéncia na absorcdo de nitrogénio (EAbN), na maturidade fisioldgica
(R6), e as varidveis independentes explicativas: atividade da glutamina sintetase na
parte aérea (GSa, pmoles de GHD h™ g™ MF), comprimento de raiz lateral (CRLat, cm),
comprimento de raiz axial (CRAXxi, cm), nimero de folhas (NF), em trés linhagens de
milho avaliadas em baixa disponibilidade de nitrogénio (BN), no florescimento (R1),

em Vicosa, MG, Brasil

Caracteres Efeitos de Associacao Estimativa VIF

GSa Efeito direto sobre EAbN 0,33 12,01
Efeito indireto via CRLat 0,30 8,22
Efeito indireto via CRAXI 0,20 4,62
Efeito indireto via NF 5E-3 1,56

Total 0,87

CRLat Efeito direto sobre EAbN -0,37 13,53
Efeito indireto via GSa -0,27 7,29
Efeito indireto via CRAXI -0,34 10,63
Efeito indireto via NF -TE-4 0,03

Total -0,99

CRAXi Efeito direto sobre EAbN -0,35 12,65
Efeito indireto via GSa -0,21 4,39
Efeito indireto via CRLat -0,36 11,38
Efeito indireto via NF 3E-3 0,68

Total -0,93

NF Efeito direto sobre EAbN -0,01 6,58
Efeito indireto via GSa -0,17 2,86
Efeito indireto via CRLat 0,03 0,07
Efeito indireto via CRAXI 0,12 1,31

Total -0,03

Coeficiente de Determinacao 0,98

Valor de k 0,05

Efeito da variavel residual 0,14

" Fatores que inflacionam as variancias.
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Tabela 22 - Estimativas dos ganhos (em %) diretos (GSd) e indiretos (GSi) com a
selecdo para os caracteres atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, pmoles
de GHD h™ g! MF) e teor de fésforo (TP, dag kg™), no estadio de nove folhas
completamente desenvolvidas (V9); teor de fosforo (TP, dag kg™) e teor de potassio
(TK, dag kg™), no estadio de 12 folhas completamente desenvolvidas (V12); eficiéncia
na utilizacdo de nitrogénio (EUtN), eficiéncia no uso do nitrogénio (EUN),
comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXxi, cm) e
atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, umoles de GHD h?t g'1 MF), no
pendoamento (VT); atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, umoles de
GHD h* g* MF), comprimento de raiz lateral (CRLat, cm) e comprimento de raiz axial
(CRAXi, cm) no florescimento (R1), sobre a eficiéncia na absor¢do de nitrogénio
(EADBN), na maturidade fisioldgica (R6), em trés linhagens de milho avaliadas em baixa

disponibilidade de nitrogénio (BN), em Vicosa, MG, Brasil

Selecio Esté\dio~ de Caracte~r de Caracter  Estadio de GS% Ga,nho
Selecéo Selecéo Resposta Resposta Médio
GSa 83,55
Indireta V9 CRAXi EAbN R6 40,19 50,33
TP 27,25
Indireta V14 ™ EAbN R6 43,92 39,26
TK 34,60
EUtN 53,49
EUN 125,42
Indireta VT CRLat EAbN R6 -0,21 66,81
CRAXi -3,26
GSr 158,60
GSa 179,44
Indireta R1 CRLat EADN R6 2,63 60,34
CRAXi -1,04
Direta R6 EADN EADN R6 10,91 10,91
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Tabela 23 - Estimativas dos ganhos (em %) diretos (GSd) e indiretos (GSi) com a
selecdo para os caracteres eficiéncia na absor¢do do nitrogénio (EAbN), eficiéncia no
uso do nitrogénio (EUN), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm), teor de fosforo (TP,
dag kg™) e teor de potassio (TK, dag kg™), no estadio de nove folhas completamente
desenvolvidas (V9); eficiéncia na absorcao do nitrogénio (EADbN), eficiéncia no uso do
nitrogénio (EUN), atividade da glutamina sintetase na parte aérea (GSa, pmoles de
GHD h* g MF), comprimento de raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial
(CRAXi, cm) e teor de fésforo (TP, dag kg™), no estadio de 12 folhas completamente
desenvolvidas (V12); eficiéncia na absorcdo do nitrogénio (EAbN), comprimento de
raiz lateral (CRLat, cm), comprimento de raiz axial (CRAXxi, cm), teor de fésforo (TP,
dag kg™) e teor de potassio (TK, dag kg™), no pendoamento (VT); teor de fésforo (TP,
dag kg), na maturidade fisiolégica (R6), sobre a eficiéncia na absorcdo de nitrogénio
(EADBN), na maturidade fisiologica (R6) em trés linhagens de milho avaliadas em alta

disponibilidade de nitrogénio (AN), em Vicosa, MG, Brasil

x s Caracter de Caracter Estadio de Ganho
Selegdo  Estadio Selecéo Resposta Resposta GS% Médio
EAbN 75,71
EUN 14,57
Indireta V9 CRAXi EAbN R6 9,69 28,25
TP 28,76
TK 12,50
EAbN 33,21
EU 13,05
. GSa 206,86
Indireta V14 CRLat EADN R6 6.28 51,80
CRAXiI 12,01
TP 39,39
EAbN 151,43
CRLat 37,96
Indireta VT CRAXi EAbN R6 30,80 59,35
TP 41,77
TK 34,81
Indireta R1 - - - . -
Ind_lreta RG TP EADN R6 27,01 13,62
Direta EADbN 0,23

53



GLU @ GLN

CLOROPLASTO ATY
GLU

@; NO{-:—’ NO{ !.>® NH:

CITOSOL NO-'. NADPH K FER, T /
9 TF:IT <[> P
NO; 2H° H NH,* €----+
? ATP $ ADP B,
= i RAIZ :
: H’
o=
5 GLU % GLN
NO, No,--L» NO; O NH,* -]
CITOSOL 3 NAD(PH \ FER, TJ

& P
NO, 2H' SOLO NH,*
Figura 1 — Representacdo esquematica da rota de assimilacdo do nitrogénio nas folhas e
raizes das plantas. (NO3: nitrato; NO,: nitrito; NH4": amonio; GLN: glutamina; GLU:
glutamato; RN: redutase do nitrato; RNi: redutase do nitrito; GS: sintetase da glutamina;

GOGAT: sintetase do glutamato; T: transportador)
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Figura 2 - Comportamento dos caracteres eficiéncia na utilizacdo de nitrogénio (EUtN, A), eficiéncia na absorcdo de nitrogénio (EAbN, B) e eficiéncia
no uso de nitrogénio (EUN, C), em trés linhagens de milho avaliadas em duas disponibilidades de nitrogénio (BN, AN), em cinco estadios de

desenvolvimento (nove folhas completamente desenvolvidas (V9), 14 folhas completamente desenvolvidas (V14), pendoamento (VT), florescimento
(R1) e maturidade fisioldgica (R6)), em Vicosa, MG, Brasil.
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Figura 3 - Comportamento dos caracteres atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO, h™* g MF, A), atividade da glutamina sintetase na parte
aérea (GSa, pmoles de GHD h™* g* MF, B), atividade da glutamina sintetase na raiz (GSr, pmoles de GHD h™ g MF, C), em trés linhagens de milho
avaliadas em duas disponibilidades de nitrogénio (BN, AN), em cinco estadios de desenvolvimento (nove folhas completamente desenvolvidas (V9),

14 folhas completamente desenvolvidas (V14), pendoamento (VT), florescimento (R1) e maturidade fisiolégica (R6)), Vicosa, MG, Brasil.
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Figura 4 - Comportamento dos caracteres comprimento de raiz lateral (CRLat, cm, A), comprimento de raiz axial (CRAXi, cm, B) e area de raiz
especifica (ARe, cm? g™, C), em trés linhagens de milho avaliadas em duas disponibilidades de nitrogénio (BN, AN), em cinco estadios de
desenvolvimento (nove folhas completamente desenvolvidas (V9), 14 folhas completamente desenvolvidas (V14), pendoamento (VT) e florescimento
(R1)), em Vicosa, MG, Brasil.
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Figura 5 — Comportamento médio dos caracteres teor de clorofila (SPAD, pg cm™, A), teor de fosforo (TP, dag kg™, B) e teor de potéssio (TK, dag kg
! C), em trés linhagens de milho avaliadas em duas disponibilidades de nitrogénio (BN, AN), em cinco estadios de desenvolvimento (nove folhas
completamente desenvolvidas (V9), 14 folhas completamente desenvolvidas (V14), pendoamento (VT), florescimento (R1) e maturidade fisioldgica

(R6)) em Vicosa, MG, Brasil.
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