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RESUMO

MARTINS, Amanda Oliveira; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; marco, 2008; Eficiéncia do uso de nitrogénio em genétipos de
milho: um estudo relacionado as variaveis agronémicas, ao processo fotoquimico
e ao metabolismo de N; Orientador: Eliemar Campostrini; Co-orientadores: Paulo
César Magalhaes, Frederico Ozanan M. Duraes e Ricardo Bressan-Smith.

O nitrogénio é o nutriente exigido em maior quantidade pela cultura do
milho. O uso de adubacéo nitrogenada para complementar a quantidade suprida
pelo solo otimiza o potencial produtivo, uma vez que a maioria dos solos
brasileiros apresenta baixa fertilidade natural. Em geral, nos ensaios de adubacao
com milho realizados em campo, sdo verificadas respostas positivas a aplicacao
de nitrogénio. Porém, tal acdo acarretara ao produtor gasto com adubos quimicos
nitrogenados. Logo, preconiza-se 0 uso de gendtipos mais adaptados e bem
produtivos em condi¢cdes nutricionais adversas. Nesse contexto, é evidente a
importdncia do melhoramento genético visando nao apenas a gendtipos
responsivos a adubacdo nitrogenada, mas também ao estudo de gendtipos
eficientes no uso de nitrogénio em solos de baixa fertilidade. O objetivo deste
trabalho foi avaliar, no campo, em ambientes de baixa e alta disponibilidade de
nitrogénio, o desempenho de 15 hibridos derivados do cruzamento entre seis
linhagens, em Sg (derivadas da populacao CMS 28), quanto a eficiéncia do uso de
nitrogénio. Para tanto, estimou-se a capacidade combinatéria dos 15 hibridos e
realizou-se a correlacdo simples de Pearson entre as variaveis avaliadas. O

X



experimento foi realizado em condicdo de campo, na Embrapa Milho e Sorgo, em
Sete Lagoas-MG, no ano agricola de 2007. O delineamento experimental utilizado
foi em blocos ao acaso, com trés repeticoes. As avaliacoes foram realizadas no
estadio fenolégico de pleno florescimento, utilizando a folha bandeira, e na
colheita. Os resultados demonstraram que o nitrogénio melhora o crescimento e
desenvolvimento do milho, uma vez que proporcionou incremento das variaveis
avaliadas. O teor de clorofila e o rendimento quantico maximo do fotossistema |l
foram sensiveis a disponibilidade de N, mas ndao podem ser consideradas
variaveis eficientes para estabelecer diferencas entre gendétipos. Os hibridos LoxLs
e LixLs sdo considerados bons gendtipos aos programas de selecédo visando a
alta eficiéncia na utilizagdo do nitrogénio. A linhagem L, é promissora para o
programa de melhoramento objetivando a eficiéncia do uso de N, pelos maiores
valores de capacidade geral de combinacdo para a maioria das varidveis. Na
correlacdo de Pearson, verificou-se efeito significativo entre produgéo de gréaos e
as variaveis, teor de clorofila, area foliar, nitrogénio foliar, altura de planta e indice
de colheita.
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ABSTRACT

MARTINS, Amanda Oliveira; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; March 2008; Nitrogen use efficiency of corn genotypes: a study
based on agronomic traits, the photochemical process and N metabolism; Adviser:
Eliemar Campostrini; Co-Advisers: Paulo César Magalhaes, Frederico Ozanan M.
Duraes and Ricardo Bressan-Smith.

Nitrogen is the most required nutrient by corn plants. Nitrogen fertilization
is used to complement the soil nutrient content and to optimize the yield potential,
since the natural fertility of Brazilian soils is low. In field trials with maize the
response to nitrogen fertilization is normally positive. However, the application of
chemical nitrogen fertilizers boosts production costs. Better adapted and higher
yielding genotypes in adverse nutritional conditions would be preferable. Evidently,
genetic plant breeding can be an important tool, not only in the search for
genotypes that are more nitrogen responsive, but also more efficient in nitrogen
use in low fertility soils. The purpose of this study was to investigate the nitrogen
use efficiency of 15 genotypes originated from six inbred lines, in Sg (derived from
population CMS 28), in environments of low and high nitrogen availability under
field conditions. The combining ability of the 15 hybrids using the simple Pearson
correlation between the evaluated variables and grain yield was also estimated.
The experiment was carried out at Embrapa Maize and Sorghum National
Research Center, Sete Lagoas, MG, in 2007. The experiment had a randomized
complete block design with three replications. Evaluations were carried out at full

Xii



flowering, using the flag leaf, and again at harvest. The increase in the measured
variables showed that nitrogen improves corn growth and development. Although
the chlorophyll content and maximum quantum yield of photosystem Il were
sensitive to nitrogen availability, these traits can not be considered efficient to
discriminate differences between genotypes. The hybrids LoxLs and LixLs were
considered promising and may be used in genetic breeding programs aiming at
higher nitrogen use efficiency. L, is indicated as a promising line for a genetic
breeding program targeting high nitrogen use efficiency, since the values of
general combining ability for most evaluated traits were the highest. The Pearson
correlation identified a significant correlation between grain yield and chlorophyll

content, leaf area, leaf nitrogen and harvest index.
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1. INTRODUCAO

O milho é um dos mais importantes cereais cultivados e consumidos no
mundo, devido a composicao quimica, ao valor nutritivo e ao potencial produtivo
(Fancelli e Dourado Neto, 2004). Os maiores produtores mundiais de milho sao
Estados Unidos, China e Brasil. Em 2005, esses paises produziram
aproximadamente 280,2; 131,1; e 35,1 milhdes de toneladas, respectivamente
(Duarte et al., 2006). Nesse contexto, Souza e Braga (2004) relatam que a
participacao do Brasil, sendo o terceiro maior produtor mundial de milho, é de 6%
na oferta mundial do produto, sendo o Parana o Estado lider de producao.

O milho é cultura de ampla dispersao geografica, podendo ser cultivado
em grande parte das terras agricultaveis do planeta. Entretanto, a maximizacao
da produtividade € dependente de inumeros fatores, entre eles, o manejo
adequado da cultura e a nutricao mineral. Desse modo, uma alternativa para
reduzir o risco de contaminagcao ambiental e minimizar os gastos de producao na
cultura do milho é o uso de cultivares melhoradas. Portanto, a obtengcdo de
genotipos eficientes no uso de nutrientes minerais é de fundamental importancia.

O nitrogénio (N) é o nutriente absorvido em maior quantidade pela cultura
do milho (Malavolta et al.,, 1997). Conforme Cantarella e Duarte (2004), essa
cultura apresenta alta sensibilidade a deficiéncia de potassio, e, juntamente com o

nitrogénio, sao os nutrientes que mais limitam a producao.



O uso de adubagéao nitrogenada para complementar a quantidade suprida
pelo solo otimiza o potencial produtivo, uma vez que a maioria dos solos
brasileiros apresenta baixa fertilidade natural (Cantarella e Duarte, 2004).

Sob diversas condicdes de solo, clima e sistemas de cultivo, os resultados
de experimentos conduzidos no Brasil mostram semelhante resposta da cultura a
adubacao nitrogenada. Em geral, nos ensaios de adubacao com milho realizados
em campo, sao verificadas respostas positivas a aplicacao de nitrogénio no solo
(Lucena et al., 2000; Ferreira et al., 2001; Araujo et al., 2004; Ohland et al., 2005).

Aravjo et al. (2004), em estudos com hibridos simples de milho, em
Latossolo Vermelho distroférrico tipico, verificaram que a dose de 240 kg ha™' de
N aplicada em cobertura, na forma de uréia, proporcionou 11.203 kg ha” de
graos. Porém, tal acdo acarretara ao produtor gasto com adubos quimicos
nitrogenados. Logo, preconiza-se o0 uso de gendtipos mais adaptados e bem
produtivos em condi¢cdes nutricionais adversas. Nesse contexto, € evidente a
importancia do melhoramento genético visando nao apenas a gendtipos
responsivos a adubacado nitrogenada, mas também ao estudo de gendtipos
eficientes no uso de nitrogénio em solos de baixa fertilidade.

Dentre as variaveis estudadas nos trabalhos de aumento da eficiéncia no
uso de nitrogénio (EUN), esta a andlise das enzimas chave para o metabolismo
de nitrogénio, como a redutase do nitrato (Malavolta et al., 1997), a glutamina
sintetase (Machado et al., 1992; Hirel et al., 2005) e a glutamato sintase (Medici,
2003). Algumas caracteristicas fisiolégicas, como a fluorescéncia da clorofila e o
teor de clorofila, também sdo usadas como ferramentas para avaliar o
metabolismo relacionado ao N em diversas culturas.

O CIMMYT (Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo) vem
desenvolvendo um programa de melhoramento de milho, no qual, na década de
1970, foi obtida a populacdo de milho CMS 28, introduzida no Brasil pela
Embrapa Milho e Sorgo. Essa populacao foi estudada desde entdo por diversos
pesquisadores, que a submeteram a varios ciclos de selecado, recombinagéao e
avaliacdo. No final, obtiveram linhagens contrastantes no uso de N, avancadas
até a geracao Sg.

Nessa geragcao Sg, dentro do grupo de linhagens, foram selecionadas as

trés linhagens mais eficientes e as trés menos eficientes no uso de N. Essas seis



linhagens foram cruzadas em esquema dialélico, sendo obtidos seus 15 hibridos
(Fys). Esses 15 gendtipos sédo os avaliados neste trabalho.

Desse modo, na tentativa de colaborar com informacdes adicionais para o
Programa de Melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo, delineou-se o presente
trabalho com o propoésito de tentar elucidar os diferentes mecanismos
relacionados a eficiéncia no uso de nitrogénio, por meio de avaliacao fisiolégica,
bioquimica e fitotécnica de gendtipos de milho em cruzamento dialélico completo

sem 0s reciprocos.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar no campo, em dois ambientes
(com baixa e alta disponibilidade de N), o desempenho de 15 hibridos derivados
do cruzamento em esquema dialélico, entre seis linhagens, em Sg (derivadas da
populacdo CMS 28), quanto a eficiéncia do uso de nitrogénio (EUN). Para tanto,
foram propostos os objetivos especificos a seguir:

- Estimar os efeitos das capacidades geral e especifica de combinacao
(CGC e CEC) de 15 hibridos dialélicos, nos niveis baixo e alto de nitrogénio, para
as variaveis avaliadas;

- Correlacionar as variaveis avaliadas com a produtividade de graos.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cultura do milho

3.1.1. Origem e classificacao botanica

O milho é uma graminea alégama, a qual apresenta mecanismos que
favorecem a fecundacado cruzada, como monoicia e protandria. Essa espécie
possui quase 100% de fecundacao cruzada e pertence a familia Poaceae, tribo
Maydeae, género Zea e espécie Zea mays L. Para distinguir de seu parente mais
proximo, o teosinte, o milho é taxonomicamente identificado como Zea mays L.
spp. Mays, pois ambos s&o dipléides e apresentam o numero cromossémico n=10
(Viana et al., 1999; Borém e Giudice, 2004).

Atualmente, o milho é cultivado em diversas regides do mundo, mas
provavelmente a sua origem € o continente americano, pois foi nesse local que os
arquedlogos descobriram fésseis tidos como exemplares antigos de milho.
Existem trés hipdteses questionaveis sobre a origem do milho (Hallauer e Miranda
Filho, 1988): a defendida por Weatherwax (1954), em que o milho, o teosinte e 0
Tripsacum seriam oriundos de um ancestral comum, hoje extinto; a defendida por
Mangelsdorf (1974), em que o teosinte seria descendente do cruzamento entre o
milho e o género Tripsacum; e a defendida por Galinat (1973, 1977), em que o
milho seria oriundo diretamente do teosinte. A Ultima hipbtese é considerada a



mais aceita entre os diversos autores, ja que o milho e o teosinte apresentam o
mesmo numero de cromossomos, 0s quais sdao homologos, e faceis de se

cruzarem e gerar progénies férteis (Goodman, 1980; Borém e Giudice, 2004).
3.1.2. Importancia econémica

Segundo Souza e Braga (2004), a cultura do milho caracteriza-se por sua
producéo destinar-se tanto para o consumo humano como para a alimentacéao de
animais. Cerca de 80% do milho produzido no pais € destinado a producao de
racdes para abastecer os setores de avicultura e suinocultura. Contudo, o milho
pode ser empregado na induUstria, como matéria-prima para inumeros
subprodutos, como biocombustivel. Esses multiplos usos tornam-no importante
para a economia do Brasil e do Mundo.

O milho é considerado o produto agricola de maior abrangéncia nacional,
estando entre os trés principais cereais produzidos no Brasil, com cerca de
12.612.077 hectares de area colhida e produtividade média de 3.382 kg ha. Em
2006, a producao de milho em gréo do Brasil, totalizada em duas safras, foi de
aproximadamente 42,7 milhées de toneladas, com maior participa¢do, na primeira
safra, da Regiao Sul. Quanto a segunda safra, a lideranca foi do Centro-Oeste.
Entre os Estados, o Parana é o primeiro na produgao desse cereal (11.239.987 t);
em seguida, vem Minas Gerais (5.152.200 t), Rio Grande do Sul (4.528.143 t),
Sao Paulo (4.378.380 t), Mato Grosso (4.228.423 t), Goias (3.297.193 t) e demais
Estados (9.838.252 t) (IBGE, 2006).

Segundo o IBGE (2006), no Brasil, 5.317 dos 5.564 municipios (95,6%)
cultivam o milho. Lucas do Rio Verde (MT) é o municipio em que se encontra a
maior producdo em termos de volume produzido em 2006, com um total de
596.030 toneladas.

No Brasil, a baixa produtividade média do milho, em torno de
3.500 kg ha™, reflete a deficiéncia do manejo e da tecnologia utilizada por médios
e pequenos produtores, juntamente com o uso de cultivares pouco adaptadas.
Assim, o melhoramento genético é importante por ser uma estratégia que vem

sendo empregada para o incremento da produgao de milho.



3.2. Analise dialélica

O dialelo é um termo que vem sendo empregado para designar o
intercruzamento de um grupo de p genitores, em que, por meio de um maximo de
p? combinagdes, produz um conjunto de p(p-1)/2 hibridos que sao avaliados. A
analise dialélica pode incluir, além dos hibridos, os respectivos pais, os hibridos
reciprocos e outras geracées como F» e retrocruzamentos (Cruz, 2005a). Varios
tipos de dialelo sdo usados, entre eles, os dialelos balanceados, dialelos parciais,
dialelos circulantes, dialelos incompletos e dialelos desbalanceados.

Dentre os dialelos, o balanceado, quando realizado adequadamente,
apresenta maior precisdo, confiabilidade nos resultados, e mostra qual
combinacao é a melhor entre os cruzamentos. Porém, a limitagdo do numero de
genitores envolvidos no processo torna-o restrito a poucos cruzamentos. Os
dialelos balanceados compreendem os esquemas dialélicos que incluem os
hibridos Fy5, entre todos os pares de combinacées dos genitores. Pode-se, por
meio desse dialelo, adicionalmente incluir os genitores, seus hibridos reciprocos,
e, em alguns casos, até incluir outras geracdes relacionadas (Fos,
retrocruzamentos, etc) (Ramalho et al., 1993; Cruz et al., 2004).

Ramalho et al. (1993) relataram que, dentre as metodologias de analise
dialélica, as trés mais empregadas sao a proposta por Griffing (1956), que
possibilita estimar os efeitos da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de
combinacao. A segunda metodologia, a proposta por Gardner e Eberhart (1966),
estima o potencial per se dos genitores e da heterose manifestada em seus
hibridos, sendo usada em dialelos de genitores em equilibrio de Hardy-Weinberg.
Por dltimo, a proposta por Hayman (1954), que gera algumas informacoes, entre
elas, 0 mecanismo de heranca dos caracteres em estudo e 0 numero dos genes
envolvidos no controle do carater, porém esta metodologia apresenta restricoes
impostas ao modelo.

Segundo Cruz et al. (2004), a capacidade geral de combinacao consiste
na resposta média de um gendtipo em uma série de cruzamentos e esta
associada aos efeitos aditivos dos alelos. Esses mesmos autores relatam que a
capacidade especifica de combinacdao (interacées) consiste no desvio do
comportamento esperado de um gendétipo, tomando como base a sua capacidade



geral de combinagdo, o qual se encontra sob os efeitos de dominancia e
epistasia.

O modelo proposto por Griffing (1956) baseia-se em quatro métodos, em
que a escolha deve ser feita de acordo com os genétipos analisados. No método
1, analisam-se as p? combinacdes, incluindo os genitores, os hibridos (Fys) € seus
reciprocos. No método 2, sdo avaliadas as p(p+1)/2 combinagdes, incluindo os
genitores e seus hibridos (Fis). O método 3 caracteriza-se por avaliar as p(p-1)
combinacdes provindas dos hibridos (Fs) e reciprocos, e por ultimo, o método 4,
em que sao avaliadas apenas as p(p-1)/2 combinagdes que correspondem aos
hibridos (F1s).

Para estimar os efeitos da média, das variedades e da heterose, segundo
Gardner e Eberhart (1966), sao utilizados quatro modelos estatisticos. No Modelo
1, admite-se que ndo ha heterose nos cruzamentos varietais; no Modelo 2,
admite-se a existéncia da heterose, sendo a mesma para todos os cruzamentos
entre as variedades; no Modelo 3, admite-se que a heterose ndo é a mesma para
todos os cruzamentos. No Modelo 4, também se admite a ocorréncia de heterose
diferenciada como no Modelo 3, porém, neste ultimo modelo, existe um efeito
adicional que € o resultado da heterose especifica, para cada cruzamento.

Cruz et al. (2004) relatam que o modelo proposto por Hayman (1954)
exige algumas restricdes, tais como: segregacao dipldide; os genitores devem ser
homozigotos; auséncia de efeito materno; auséncia de alelismo multiplo; os genes
devem ser distribuidos independentemente entre os progenitores; e auséncia de
epistasia (interacdo nao-alélica). Essa metodologia é capaz de discriminar
progenitores que apresentam maior ou menor concentracdo de genes em
homozigose dominante ou recessiva. De acordo com este autor, essa
metodologia € empregada principalmente em plantas autégamas.

Guimaraes (2006) avaliou o padrao da heranca da EUN de quatro
populacées de milho, entre elas a populacdo CMS 28, por meio de cruzamentos
dialélicos entre linhagens selecionadas em ambientes com baixa disponibilidade
de N. Quanto a populagcdo CMS 28, em relacdo as médias de produtividade de
graos, foi verificada diferenca estatistica entre as linhagens eficientes e as
ineficientes. Esse mesmo autor observou uma tendéncia de as linhagens mais

eficientes serem as mais responsivas, produzindo hibridos, de modo geral, mais



eficientes e mais responsivos que os hibridos de linhagens ineficientes no uso de
N.

3.3. Nitrogénio no solo e na planta

O nitrogénio é o quarto elemento mais abundante nas plantas, sendo
superado apenas pelo carbono, oxigénio e hidrogénio. E constituinte essencial de
enzimas, aminoacidos (proteinas), nucleotideos (acidos nucléicos), hormonios e
moléculas de clorofila, entre outros compostos do metabolismo da planta.

O nitrogénio representa cerca de 78% da constituicdo da atmosfera,
porém apenas certas bactérias, entre elas as cianobactérias e os rizébios,
possuem a capacidade de assimilar o nitrogénio da atmosfera (N2) e converté-lo
numa forma que pode ser usada pelas células (Raven et al., 2001).

Dentre os nutrientes essenciais, 0 nitrogénio € o absorvido em maior
quantidade pelo milho (Cantarella e Duarte, 2004), cujo teor foliar considerado
adequado esta entre 27,5 e 32,5 g kg'. Quando em déficit na planta, esse
nutriente constitui o principal fator limitante do crescimento vegetal, logo,
reduzindo a produtividade. Por ser um nutriente mével na planta, o sintoma de
deficiéncia do nitrogénio inicia-se nas folhas mais velhas de milho, em que se
visualiza um amarelecimento, com um “V” esbranquigcado ao longo da nervura
principal e, em alguns casos, podem-se observar deformacbes na ponta das
espigas (Malavolta et al., 1997; Duraes et al., 2004).

Ferreira et al. (2001) verificaram reducdo dos teores de proteina nos
graos de plantas de milho submetidas a baixo nivel de nitrogénio. Além disso,
esses autores relatam que o incremento nas doses de nitrogénio promoveu um
aumento no numero de espigas por planta, peso das espigas com e sem palha e
na producéao de graos de plantas de milho.

Majerowicz et al. (2002), avaliando variedades locais e melhoradas de
milho, relatam que a deficiéncia de nitrogénio afeta significativamente o
crescimento das partes aéreas das plantas, e ainda observaram uma elevada
correlacao positiva (0,86) entre a massa seca das plantas deficientes em N e a
massa seca acumulada nas raizes. Isto indica que, em condi¢des de deficiéncia

de N, a maior superficie radicular deve estar relacionada com o influxo de N. Tais
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informacdes sugerem a importancia do estudo do sistema radicular na selegéo
precoce de gendtipos eficientes, no uso de nitrogénio.

Diversos fatores influenciam a dindmica do N no sistema solo-planta e a
eficiéncia da utilizacao de N pela planta, tais como, o sistema de cultivo, o tipo de
fertilizante, as condicbes edafoclimaticas e as formas de manejo da cultura.

Segundo Cantarella e Duarte (2004), a maioria das plantas absorve o
nitrogénio predominantemente na forma mineral nitrato (NO3) e, em minoria,
amonio (NH4"). Entretanto, aproximadamente 95% do nitrogénio no solo esta na
forma organica. Dependendo da atividade dos microrganismos, pode ocorrer
maior ou menor disponibilidade de N inorganico, por meio da mineralizacdo da
matéria organica. As bactérias sapréfitas e varias espécies de fungos sdo os
principais responsaveis pela decomposicdo da matéria organica do solo, que, por
meio da amonificagdo, libera o excesso de nitrogénio na forma de aménio.
Ademais, algumas das fragbes do N no solo estdo sujeitas a perdas por
volatilizagdo da amonia, lixiviacao do nitrato e imobilizacao pelos microrganismos,
que, além dos prejuizos ao sistema produtivo, podem gerar consequéncias
negativas para o ambiente.

As bactérias nitrificantes Nitrosomonas e Nitrobacter sao as responsaveis
pela oxidagdo do amoniaco. O amébnio ou aménia € oxidado a nitrito e,
posteriormente, a nitrato. O nitrato é a forma predominante sob a qual quase todo
0 nitrogénio move-se do solo para o interior das raizes, onde sao produzidos
aminodcidos e outros compostos organicos nitrogenados (Taiz e Zeiger, 2004).

Na assimilacdo, o nitrato é reduzido a nitrito (NO2) no citoplasma pela
enzima redutase do nitrato (RN), considerada chave na regulacdao desse
processo. Posteriormente, no interior dos plastideos de raizes ou nos cloroplastos
de folhas, o nitrito é reduzido a aménio (NH4") pela enzima redutase do nitrito
(RNi) (Malavolta et al., 1997).

De modo geral, nas plantas superiores, a enzima redutase do nitrato é
composta por duas sub-unidades idénticas; cada uma possui trés grupos
prostéticos: FAD (flavina adenina dinucleotideo), heme e um complexo constituido
entre o molibdénio e uma molécula organica, a pterina. Em gramineas, essa
enzima tem como co-fator o molibdénio (Taiz e Zeiger, 2004). Diversos fatores
influenciam-na, entre eles, luz, temperatura, teor de nitrato, pH (Carvalho et al.,
2005; Oliveira et al., 2005) e estresse hidrico (Ferreira et al., 2002).
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Carvalho et al. (2005) observaram maior atividade da enzima RN
aproximadamente de 45,5% em relacao ao controle, sob luminosidade e quando a
fonte de adubacgéo nitrogenada utilizada foi o amoénio. Entretanto, foi observado
um aumento de 21% quando as fontes de N utilizadas foram nitrato, e de 12%
quando as duas fontes foram usadas de forma associada. Sendo assim, é
evidente a importadncia da adubacdo nitrogenada na cultura do milho, por
promover o aumento da atividade da enzima redutase do nitrato.

O ion ambnio, devido a sua toxidade assim que é absorvido, é logo
convertido em aminoacidos apds uma série de reacdes. Nesse processo, o0 NH,"
absorvido pela raiz, ou produzido por assimilacdo do NOs', ou ainda originario da
fotorrespiracdo é convertido a glutamina e glutamato pela agdo das enzimas
glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT), respectivamente. Entao,
por meio de reacdes de transaminagdo, o nitrogénio do glutamato pode ser
incorporado em outros aminodcidos. Esse sistema enzimatico GS/GOGAT
também assimila o aménio proveniente da fotorrespiracao (Taiz e Zeiger, 2004).

Nas folhas das plantas, a atividade da enzima relacionada ao
metabolismo de nitrogénio, denominada redutase do nitrato, tem sido empregada
como avaliador bioquimico importante por auxiliar nos programas de selecéao
genética visando a obtencao de gendtipos eficientes no uso do nitrogénio, uma
vez que a reducao de NOj™ é considerada chave para a conversdo do N-NOj™ até
aminoacidos (Machado et al., 2001). Dornelles (2000) relata que essa
caracteristica pode ser usada como um indicador de disponibilidade de NOs™ nas
folhas de plantas ou como um indice de assimilacdo potencial de nitrato pelas
plantas.

Segundo Nievolo e Mercier (2001), avaliando a cultura do abacaxi, a
atividade da enzima redutase do nitrato foi verificada nas folhas e nas raizes tanto
na presenga quanto na auséncia da luz, entretanto, a maior atividade nas folhas
ocorreu durante a presenca de luz e decresceu no escuro, havendo menor
absorgao de nitrato neste ultimo periodo.

Em mudas de pupunheira, a maxima atividade da enzima redutase do
nitrato foi verificada as 10h, o que mostra a influéncia da luminosidade. As folhas,
comparadas com as raizes, demonstraram ser o principal sitio dessa enzima

independentemente da idade das plantas (Oliveira et al., 2005).
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Na cultura do milho, temperaturas elevadas (> 35 °C) reduzem a atividade
da redutase do nitrato, interferindo no processo de transformacgéao do nitrogénio e,
consequentemente, promovendo a reducédo do rendimento do milho, o que pode
alterar a composicao protéica dos graos (Fancelli e Dourado Neto, 2004). Em
abacaxizeiro, a maxima atividade dessa enzima foi verificada na faixa entre 30 e
35 °C. Temperaturas inferiores ou superiores a estas causaram um declinio na
atividade, tanto de folhas quanto de raizes. Provavelmente, a queda na atividade
enzimatica sob temperaturas elevadas, a partir de 45 °C, pode estar associada a
termodesnaturagdo protéica da enzima, refletindo na diminuicdo da reducdo do
nitrato (Nievolo e Mercier, 2001).

Em cafeeiro, o trabalho realizado por Andrade Netto (2005) mostrou que a
alta exposicao luminosa e uma temperatura foliar maior que a do ambiente, as
12h, reduziram as trocas gasosas (CO. e vapor d'agua) e a atividade da redutase
do nitrato. Entretanto, a atividade da glutamina sintetase decresceu
independentemente do nivel de exposicao a luminosidade.

3.4. Fotossintese

A cultura do milho fixa o CO, por meio do ciclo C4, 0 que lhe confere taxa
de absorcdo mais elevada que as culturas que utilizam o ciclo fotossintético de
reducdo do carbono Cz, uma vez que apresentam reduzida fotorrespiracao,
anatomia especializada das folhas, vias bioquimicas diferenciais, entre outros
mecanismos.

Os principais fatores ambientais que afetam a fotossintese sdo a luz, o
CO. e a temperatura. Entretanto, a disponibilidade de agua e de nutrientes
também sao fatores importantes, com efeitos indiretos sobre o processo,
consequentemente, interferindo na produtividade. Portanto, o manejo inadequado
da adubacao nitrogenada afeta diretamente o crescimento e a produtividade das
plantas (Fancelli e Dourado Neto, 2004).

Sugiharto et al. (1990), ao avaliarem plantas de milho submetidas a
deficiéncia de nitrogénio, observaram uma significativa reducao na capacidade de
assimilacdo de CO.. Essa reducdo pode estar associada ao decréscimo da
atividade da fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcarboxilase), Ribulose 1,5-
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bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) e de outras enzimas envolvidas no ciclo
de Calvin.

Em mamoeiro, foi observado que a menor disponibilidade de nitrogénio
promoveu a reducdo da taxa fotossintética liquida e do crescimento das plantas
(Cruz et al.,, 2007). Esses autores sugerem que essa reducdo pode estar
associada a diversos fatores, entre eles, diminuicAo nas concentracées dos
pigmentos fotossintéticos (como as clorofilas a e b e os carotendides), menor area
foliar, menor massa seca da parte aérea e maior taxa transpiratéria.

Na cultura do arroz, Laza et al. (1993) relataram que a deficiéncia em
nitrogénio no tecido foliar resultou em comprometimento no tamanho, na
composicdo e na fungdo dos cloroplastos, uma vez que essas organelas quando
reduzidas de tamanho sdo observadas nelas também menores quantidades de
tilacéides e numero de grana. Essas modificacées na estrutura dos cloroplastos,
local em que ocorre a fase fotoquimica e bioquimica da fotossintese, e onde se
encontram 75% do N na planta, podem causar comprometimento no processo

fotossintético e, por conseqiiéncia, na produtividade da planta.

3.5. Caracteristicas fisiologicas

3.5.1. Clorofilas

No processo fotossintético, o fluxo de fétons fotossintéticos (FFF) é
absorvido por pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b, e os carotendides)
localizados nos tilacéides, que utilizam essa energia na transformacao de CO, em
compostos orgéanicos, como os carboidratos (Magalhaes e Silva, 1980). Para
tanto, a fotossintese pode ser dividida em duas fases: fotoquimica, que ocorre nos
tilacéides, e bioquimica, que ocorre no estroma dos cloroplastos.

Segundo Campostrini (1998) e Fancelli e Dourado Neto (2004), a clorofila
a € um pigmento primario composto de um ion de magnésio centralizado no anel
de porfirina. Este anel contém quatro atomos de nitrogénio. A molécula possui
uma cadeia hidrocarbdnica (hidrofébica), que apresenta o maximo de absorcéo de
fétons na regido do azul, correspondente ao comprimento de onda de 428 e 660
nm. A clorofila b é um pigmento acessorio com estrutura similar a clorofila a, que,

na maioria dos vegetais, encontra-se na razao clorofila a/b em torno de 3 para 1.
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Ela apresenta 0 maximo de absorcdo na regido do vermelho, correspondente a
452 e 641,8 nm.

A andlise foliar e de solo sdao métodos tradicionais utilizados para
avaliagdo nutricional de plantas, entretanto, por serem demorados e custosos,
alguns métodos indiretos, de maior praticidade e facil manuseio vém sendo
estudados. Um dos métodos para estimar o teor de clorofila consiste em um
equipamento portatil denominado SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development,
Minolta, Japao).

Em casa de vegetacao, a avaliacao do teor de clorofila do limbo foliar por
meio do SPAD-502 foi mais eficiente em relacdo a pelo método padrdo de
laboratério (Arnon, 1949), para diagnosticar o estado de nitrogénio do tomateiro.
Foram encontradas 45,5 e 43,8 unidades SPAD quando as plantas foram
cultivadas em solos Podzdlico Vermelho-Amarelo Cambico e Areia Quartzosa,
respectivamente (Guimardes et al.,, 1999). Estes autores justificam a maior
eficiéncia devido as maiores correlacbes encontradas entre as concentracoes de
clorofila, determinadas com o SPAD, e as formas de N, quando comparadas com
o0 método padréo.

O teor de clorofila é considerado uma caracteristica secundaria e funciona
como ferramenta para auxiliar na avaliacdo nutricional de nitrogénio em trabalhos
que visam ao aumento da eficiéncia do uso de nitrogénio de genétipos, uma vez
que existe uma elevada correlacao positiva entre N e os teores de clorofila, pelo
fato de que 50 a 70% do N total das folhas integram enzimas que estédo
associadas aos cloroplastos (Rocha et al., 2005). Entre elas, estdo as enzimas
Rubisco e PEPcarboxilase, de grande importancia para o metabolismo do
nitrogénio.

Argenta et al. (2001a), avaliando dois hibridos nos estadios de 6 a 7
folhas, 10 a 11 folhas e de espigamento de milho, verificaram que as leituras
realizadas com o medidor portatil de clorofila (MPC) estimaram com boa precisao
o teor relativo de clorofila nas folhas de milho, indicando ser um método promissor
por ser rapido, de menor custo e ndo-destrutivo. Essa mesma relagcao positiva
entre N e teor de pigmentos fotossintéticos, principalmente clorofila, foi
encontrada em estudos realizados em plantas de café (Torres-Netto et al., 2005),
mamao (Torres-Netto et al., 2002; Castro, 2005), tomate (Guimaraes et al., 1999),

mogno e cumaru (Gongalves et al., 2001). Entretanto, esse equipamento nao é
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muito preciso para avaliagdo do nivel de N nos estadios iniciais de
desenvolvimento da planta de milho (Argenta et al., 2001b; Argenta et al., 2002).
Por outro lado, Rocha et al. (2005) observaram correlacao entre o indice SPAD e
o teor de nitrogénio na quarta folha completamente expandida, nos cultivares de
milho AG9010 (superprecoce) e P32R21 (precoce), indicando que esses estudos
devem ser desenvolvidos para cada genotipo.

Argenta et al. (2001a) sugerem que niveis adequados de nitrogénio em
plantas de milho sdo indicados por valores de SPAD de 45,4, 52,1, 55,3 e 58,0,
nos estadios de trés a quatro folhas (Vs.4), seis a sete folhas (Vs.7), 10 a 11 folhas
(V10-11) completamente expandidas, e de espigamento, respectivamente. Valores
similares foram encontrados por Coelho et al. (2005). Estes autores observaram
nos estadios V7, Vi1 e Vis leituras do SPAD em torno de 50, 55 e 58,
respectivamente.

Na cultura do milho, Durdes et al. (2004) observaram correlacdes
significativas entre o teor de clorofila na folha adjacente a espiga e na folha
bandeira e a concentracao de nitrogénio, e também entre a escala visual de notas
e o teor de clorofila na folha adjacente a espiga e a producao de graos. Portanto,
tais resultados corroboram os encontrados pelos outros autores.

Castro (2005) observou que, em gendtipos de mamao Sunrise Solo e
Golden, a relacao entre os valores do MPC e o teor de clorofilas totais foi linear e
positiva. Para um mesmo valor de N-org na folha, o MPC apresentou valores
mais baixos quando medido no genétipo Golden. Portanto, as moléculas de
clorofilas alocaram menor quantidade de N-org em sua constituicdo. Esse mesmo
autor verificou comprometimento da estrutura e funcionamento do fotossistema I,
em valores baixos do MPC (<30). Possivelmente, a diminuicdo do numero de
centros de reagdo ativos estaria envolvida nesse comprometimento.

Nesse contexto, Torres-Netto et al. (2002) ao avaliarem em campo
mamoeiros dos grupos ‘Solo’ e ‘Formosa’, observaram que leituras do SPAD-502
até 40 unidades promoveram um incremento na variavel qp, (quenching
fotoquimico) e na relacéo F,/Fn, (rendimento quantico maximo do fotossistema II),
enquanto que as variaveis gy (quenching nao-fotoquimico) e NPQ mostraram-se
decrescentes. Além disso, foi verificada uma correlagcao linear e direta entre a
variavel Fn (fluorescéncia maxima) e os valores do SPAD-502, embora essa

correlacdo nao tenha sido observada entre a variavel Fo¢ (fluorescéncia minima) e
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os valores do SPAD-502. Esses resultados mostram que o medidor portétil de
clorofila (SPAD-502), utilizado na quantificacdo de pigmentos fotossintéticos, pode
também auxiliar nas interpretacdées do processo fotoquimico da fotossintese em

plantas de mamé&o.

3.5.2. Fluorescéncia da clorofila a

A energia proveniente da luz pode ser dissipada por trés vias
competitivas: processo fotoquimico da fotossintese, fluorescéncia (luz) e
dissipacdo nao-fotoquimica (calor). Entdo, o comprometimento do processo
fotossintético pode ser detectado quando ocorrem alteracbes na emissao da
fluorescéncia. Nesse contexto, a fluorescéncia consiste na emissao de radiacao
na regido do visivel, ou seja, do vermelho e vermelho distante, sendo considerada
proveniente das moléculas de clorofilas associadas ao fotossistema II (PSIl)
(Campostrini, 1998; Raven et al., 2001).

A medicao da fluorescéncia da clorofila a € uma técnica ndo-destrutiva
que pode ser utilizada como ferramenta para avaliar os processos fotossintéticos.
Um equipamento que vem sendo empregado para medir a fluorescéncia é o
fluorimetro de luz ndo-modulada modelo PEA (Plant Efficiency Analyser,
Hansatech, King's Lynn, Norkfolk, UK), no qual um feixe de luz de baixa
intensidade é aplicado sobre um tecido vegetal adaptado ao escuro. Nesta
condicdo, todos os centros de reacdo estdo abertos. No periodo inicial, a
fluorescéncia detectada corresponde a Fy (fluorescéncia inicial). A Fq
(fluorescéncia maxima) € medida apds se aplicar um pulso de luz de altissima
intensidade (5-20.000 pmol m? s™), de forma que todos os centros de reacédo do
PSIl se fechem. A F, (fluorescéncia variavel) pode ser calculada pela diferenca
entre Fr, e Fo (Campostrini, 1998).

Em milho, a fluorescéncia da clorofila a pode ser usada para quantificar a
resposta das plantas quando submetidas ao déficit hidrico. Viana et al. (2001),
avaliando Fy, Fn, Fy e F\/Frn, em duas linhagens de milho tolerantes a seca (L1147
e L13.1.2.), observaram que a razao F,/F, mostrou ser um indicador potencial

para selecao visando a tolerancia a seca.
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Lu e Zhang (2000), estudando, na cultura do milho, o efeito da deficiéncia
de N sobre o PSIl, observaram nas plantas deficientes desse nutriente uma
reducao da variavel F,/Fr, decorrente da redugéo da fluorescéncia maxima (Frn,).

Plantas deficientes em N quando expostas a alta irradiacdo mostram-se
mais sensiveis a fotoinibicdo, apresentando reducao no F./F, e no quenching
fotoquimico (gp). Entretanto, em relagédo as plantas supridas com N, foi observado
valor mais alto do quenching nao-fotoquimico (gn) nas plantas sob estresse em N
em milho (Khamis et al., 1990; Lu e Zhang, 2000) e arroz (Huang et al., 2004).
Para Khamis et al. (1990), o aumento da dissipacdo nao-fotoquimica (qn) esta
envolvido com o ciclo das xantofilas, uma vez que, em relacao as plantas supridas
em N, as plantas deficientes em N apresentaram maior quantidade de zeaxantina
e menor de violaxantina.

Em milho e trigo, Lu et al. (2001) observaram que as plantas deficientes
em N (0,5 mmoles L") apresentaram redugdo no transporte de elétrons no PSII
(ETR), no rendimento quéantico maximo do PSIl (F./Fn) e no quenching
fotoquimico (qp). Entretanto, foi verificada elevagéo nos valores do quenching nao-
fotoquimico (gn). Segundo os autores, os valores baixos de N no tecido foliar
causaram 20% de reducdo na quantidade de centros de reacao ativos.

Estudos tém mostrado que a reducao da capacidade de assimilagdo de
CO. da atmosfera, em plantas deficientes em N, esta associada a reducao da
sintese de varias enzimas-chave envolvidas no ciclo de Calvin-Benson,
principalmente no conteddo e na atividade da Rubisco (Ribulose 1,5 bifosfato
carboxilase). Para tanto, a fluorescéncia da clorofila tem mostrado ser uma
ferramenta util e fundamental para avaliar o funcionamento do fotossistema I, e
para o melhor entendimento da fase fotoquimica, portanto, do processo
fotossintético (Sugiharto et al, 1990; Lu e Zhang, 2000).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Condicoes experimentais

O experimento foi realizado em condicdo de campo, na Embrapa Milho e
Sorgo, em Sete Lagoas, MG, cujas coordenadas geograficas sdo: 19°28'00” de
latitude S, 44°15°08” de longitude W, e a altitude do local € de 732 m. Segundo a
classificacdo de Kdppen, o clima da regidao é do tipo AW (savana com inverno
seco). O solo da area experimental é classificado como Latossolo Vermelho-
Escuro dlico, fase cerrado (Embrapa, 1999). A semeadura foi realizada em 26 de
marco de 2007.

As avaliacbes constaram de 15 hibridos obtidos de cruzamentos em
esquema dialélico entre seis linhagens contrastantes de milho, em Sg, Ly, Lo e L3
caracterizadas como eficientes no uso de N; L4 Ls e Lg caracterizadas como

ineficientes no uso de N.

Esta pesquisa foi realizada em ambientes contrastantes quanto ao nivel
de disponibilidade de nitrogénio no solo (Ny = baixo N; N, = alto N). No Ny foi
aplicada, somente no plantio, uma adubagdo nitrogenada de 12 kg ha™; e no N
foram aplicados 120 kg ha' de N, sendo que 12 kg ha' no plantio, e duas
adubacdes de cobertura com uréia de 54 kg ha™' cada uma, quando as plantas de
milho apresentavam aproximadamente quatro (18 DAP) e oito (39 DAP) folhas
expandidas, respectivamente. Ambos os ambientes receberam como adubagéo
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de plantio 300 kg.ha' da férmula 4-30-16, como fontes de N, P,Os e KO,
respectivamente.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com trés
repeticoes. Cada parcela foi constituida por duas linhas de cinco metros de
comprimento, deixando-se cinco plantas por metro apdés o desbaste, e com
espacamento de 0,80 m entre linhas. Os tratos culturais seguiram a
recomendacdo do sistema de producdo desenvolvido pela Embrapa Milho e
Sorgo. As analises de solo foram feitas com amostras retiradas em duas
profundidades (0 a 0,20 e 0,20 a 0,40 m), e realizadas pelo laboratério de
fertilidade de solos da Embrapa Milho e Sorgo, cujos resultados sao apresentados

no Quadro 1.

Quadro 1 - Resultados das andlises quimicas do solo do experimento, nos niveis
baixo (N1) e alto (N2) de nitrogénio, nas camadas 0 a 0,20 m e 0,20 a
0,40 m de profundidade

Gy PrOlundidade pH(F:0)  HeAl Al Ca Mg K P
ive
m - cmol, dm™ mg dm™
N1 0-0,20 5,4 446 0,25 3,09 0,63 97,00 22,27
0,20 -0,40 5,4 498 0,25 2,99 0,53 63,00 11,53
N2 0-0,20 5,5 4,00 0,00 4,15 0,81 166,00 36,81
0,20 -0,40 5,7 4,00 0,00 3,65 0,76 153,00 14,54
SAT
Profundidade
Nivel MO SB CTC V Al
m dag kg™ cmol, dm™ %
N1 0-0,20 2,98 3,97 8,43 4712 5,92
0,20 -0,40 2,59 3,69 8,67 4250 6,35
N2 0-0,20 3,02 5,39 9,39 57,37 0,00

0,20 - 0,40 2,84 4,80 8,80 54,53 0,00
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Durante a realizacdo do experimento, as variaveis climaticas foram
monitoradas pela estacdo automatica da Embrapa Milho e Sorgo, cujas medi¢des
foram realizadas por sensores, envolvendo datalogger (CR21X da Campbell
Scientific) e computador portatil (notebook), os quais foram programados para
fazer leituras nos sensores a intervalos de tempo de um minuto e calcular as
médias dos parametros registrados a cada intervalo de 30 minutos. Apenas as
médias dos dados sao armazenadas no datalogger.

Os perfis da distribuicao pluviométrica (Precip., em mm), da temperatura
(T, em °C) e umidade relativa do ar (UR, em %), para a época de conducao dos

experimentos, sao apresentados na Figura 1.

26 de marco a 5 de setembro de 2007

35 + T 90

T (¢C)

UR (%), Precip. (mm)

Meses de conducao do experimento

Em Tmin = Tmax mmm Tméd Precip URméd

Figura 1 - Temperaturas (em °C) minimas (Tmin), maximas (Tmax) e médias
(Tméd), precipitacdo (Precip., em mm), umidade relativa média
(URméd, %), no periodo de conducdo do experimento no ano agricola
de 2007 (26 de marco a 5 de setembro de 2007).
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No experimento, foram aplicados para o controle de plantas daninhas os
herbicidas glifosato (3,5 l.ha™') e primestra gold (2,5 l.ha™"). Para o controle da
lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda, foram utilizados os inseticidas Tracer
(Spinosad), Match e Decis, respectivamente, nas dosagens de 100 ml, 300 ml e
100 ml por hectare. As variaveis agronémicas foram coletadas em cinco de
setembro de 2007.

4.2. Variaveis avaliadas no florescimento
4.2.1. Teor de clorofila (TC)

O teor de clorofila foi estimado por meio do medidor portatil de clorofila
modelo SPAD-502 (Minolta, Japao), usando a média de seis leituras em cada
folha por gendtipo. As medidas foram feitas na folha bandeira, selecionando-se
somente o terco médio do limbo a 2 cm da margem da folha, excluindo-se a
nervura central da folha madura. Foram utilizadas trés plantas por parcela.

4.2.2. Fluorescéncia da clorofila a (F./Fn)

A fluorescéncia da clorofila a foi determinada utilizando-se o fluorimetro
portatil de luz ndo-modulada modelo PEA (Plant Efficiency Analyser - Hansatech
Ltd. King's Lynn, Norkfolk, UK). As medi¢des foram feitas em trés plantas por
parcela, entre 8 e 10h, no terco médio da mesma folha em que foi efetuada a
medida do teor de clorofila, a 2 cm da margem da folha, excluindo-se suas
nervuras. Para tanto, as folhas das plantas foram adaptadas ao escuro com o uso
de pincas, por aproximadamente 30 minutos, para que todos os centros de
reacdes adquirissem a condicao de abertos (Qa oxidada) (Bolhar-Nordenkampf et
al., 1989).

Por meio do fluorimetro ndo-modulado, foi possivel obter as medidas de
fluorescéncia inicial (Fp), fluorescéncia maxima (Fr) e fluorescéncia variavel (F,).
A partir dos valores de F, e F, obteve-se a relacéo F,/Fn, (rendimento quéntico
maximo do fotossistema II) (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). A inducdo da

fluorescéncia foi feita por meio de um pulso de luz vermelha (650 nm) com
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duracdo de 2 s, com intensidade de 600 W m?n (100% de intensidade), obtido por

meio de seis LEDS (Light Emitting Diodes), localizados na sonda do equipamento.
4.2.3. Atividade da redutase do nitrato (RN)

Para a quantificacdo da atividade da enzima redutase do nitrato (RN),
foram amostradas trés plantas por parcela, em trés repeticbes por ambiente
(baixo e alto N). A amostragem foi realizada entre 9 e 10h da manha, quando as
plantas ja tinham recebido pelo menos 3 horas de sol e a RN ja tinha atingido sua
atividade méaxima (Lilo e Rooff, 1989).

A andlise bioquimica da enzima do metabolismo do nitrogénio foi
realizada por meio da quantificacdo da atividade enzimatica da RN, seguindo a
metodologia in vivo descrita por Hageman e Reed (1980). O material vegetal foi
levado rapidamente ao laboratorio dentro de um isopor com gelo, com o propésito
de paralisar a atividade da enzima para posteriormente quantifica-la. Os discos
foliares foram retirados do terco médio da folha bandeira, excluindo a nervura
central.

Em 20 mL de um meio de reacdo constituido de 0,1 M de K:HPO4, pH
7,5, 0,1 M de KNOg3, 1% de propanol e 0,05% de neutronix, incubaram-se 0,5 g de
discos foliares a 30 °C em banho-maria com agitacao, em auséncia de luz. Foram
retiradas aliquotas de 0,5 mL aos 10 e 40 min, quando a reacao foi paralisada
pela adicdo de 0,5 mL de sulfanilamida 1% dissolvida em 1,5 N de HCI. O nitrito
produzido foi determinado pela adicdo de N (1-naftil)-etilenodiaminadihidrocloreto
a 0,02%, e, posteriormente, a leitura foi feita em espectrofotbmetro a 540 nm,
sendo a atividade da enzima determinada pela quantidade de nitrito (NO)
produzida, comparando os valores obtidos com uma curva padrdo para esse ion
previamente estabelecida. Os resultados obtidos dessa variavel foram expressos
em pumol NOy g' MF h',

4.2.4. Teor foliar de nitrogénio total (NF)
A andlise quimica para a determinacdo do teor de nitrogénio foliar foi

realizada em material vegetal proveniente das analises bioquimicas da redutase
do nitrato, no laboratério de Nutricdo Mineral de Plantas, da Universidade
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Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). As folhas utilizadas na
determinacgdo da atividade enzimatica foram acondicionadas em sacos de papel
identificados e, imediatamente, submetidas a secagem em estufa a 65 °C, com
circulacao forcada de ar por um periodo de 72 horas. Apds a secagem, o material
foi moido em um moinho de ago inoxidavel Wiley, em peneira de 20 mesh.

Para a determinacao do teor de N total, foram pesados 100 mg de matéria
seca e moida de cada tratamento, que foram transferidos para tubo de digestéo,
aos quais foram adicionados 3 mL de H>SO4 e colocados em bloco digestor no
interior de uma capela ventilada por 4 horas, com aumento gradual de
temperatura até atingir 350 °C. Apds a digestao sulfarica, determinaram-se os
teores de N-organico (N-org) por meio do reagente de Nessler (Jackson, 1965).
Os resultados obtidos dessa variavel foram expressos em g kg’ de matéria seca.

4.2.5. Area foliar (AF)

A area foliar total fotossinteticamente ativa (AF; m?) foi determinada no
florescimento. Para tanto, foram coletadas as partes aéreas de trés plantas por
parcela, em trés repeticbes por ambiente (baixo e alto N). No laboratério, as
folhas foram separadas do colmo para a determinacao da area foliar por meio de
um medidor de esteira modelo LI - 3100 (Licor, Lincoln, NE, USA), em que a
medida foi obtida pela interceptacédo da luz pela folha, em cm?, e convertida para

m2.

4.2.6. Massa seca total (MST) e teor de nitrogénio total (NT)

Na colheita, a parte aérea (colmo+folhas e grados) de trés plantas
competitivas por parcela foi colocada em sacos de papel devidamente
identificados, e levada para secar em estufa com circulacao forcada de ar a 65 °C
durante sete dias, para que se obtivesse a massa seca.

Essas plantas, depois de moidas, foram usadas para analise do teor de
nitrogénio nos graos e no resto da planta, usando o método Kjeldahl (Silva, 1999),
no laboratério de analise foliar da Embrapa Milho e Sorgo. O nitrogénio total por
amostra foi calculado com a soma entre as quantidades de N nos graos e no resto
da planta (folhas+colmo).
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4.3. Variaveis agronémicas
4.3.1. Altura da planta (AP)

A altura da planta (AP) foi quantificada em cm, do nivel do solo a insergéao
da ultima folha (folha bandeira), obtida da média de cinco plantas competitivas por

parcela.
4.3.2. Altura da insercao da primeira espiga (AE)

A altura da espiga (AE) foi obtida pela quantificacdo da distancia, em cm,
do nivel do solo ao n6 de insercao da espiga superior, obtida da média de cinco

plantas competitivas por parcela.
4.3.3. Plantas acamadas (A) e quebradas (Q)

O numero de plantas acamadas foi obtido pela quantificacdo de plantas
que apresentaram angulo de inclinagdo superior a 45° em relagdo & vertical, na
ocasido da colheita. J& o numero de plantas quebradas foi obtido pela
quantificacao das plantas que apresentaram o colmo quebrado abaixo da espiga,
na ocasiao da colheita.

4.3.4. Peso de espiga (PE)

O peso de espiga foi obtido por pesagem das espigas despalhadas, apo6s
a colheita, em kg-parcela™, corrigido para 13% de umidade.

4.3.5. indice de colheita (IC)
Foram utilizadas trés plantas competitivas por parcela para calcular o

indice de colheita (IC). Essa caracteristica foi determinada como a razdo entre a

massa seca de graos e a massa total da parte aérea seca dessas plantas.
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4.3.6. Producao de graos (PG)

A producao de graos (PG) foi determinada por meio da pesagem dos
graos corrigidos para 13% de umidade, da média de trés plantas competitivas por
parcela, sendo expressa em g-planta™.

4.4. Analises estatisticas
4.4.1. Analise de variancia

Os resultados obtidos para cada variavel estudada foram submetidos a
analise de variancia para a comparacao de médias entre os tratamentos.

Inicialmente, foram realizadas as analises individuais de variancia para
cada ambiente e, posteriormente, a andlise conjunta dos ambientes baixo (N1) e
alto N (N2), sendo as médias comparadas entre si pelo teste de Scott Knotta 1 e
5% de probabilidade, utilizando o programa SISVAR (versao 4.2).

4.4.2. Analise dialélica

Para a andlise do dialelo balanceado, foram utilizados os recursos
computacionais do Programa GENES (Cruz, 2005b). Foram realizadas as
andlises dialélicas individual e conjunta adotando-se o método 4 de Griffing
(1956), considerando o modelo fixo.

O modelo estatistico empregado para analise dialélica em cada ambiente,
no esquema de blocos casualizados, foi 0 descrito por Cruz et al. (2004):

Y; =u+G; +G; +S; +§ij,

em que:

Y.ee. . L , . L .
i~ T sgo0 a media experimental e o erro experimental médio associado ao
tratamento de ordem ij, respectivamente;

1. efeito da média geral;
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G e G

i i: efeitos da capacidade geral de combinacdo (CGC) associados ao
i-ésimo e j-ésimo progenitor;
Sii: efeito da capacidade especifica de combinacao (CEC) entre os progenitores i

e j e 0 ambiente.

O modelo estatistico empregado para analise dialélica conjunta, no

esquema de blocos casualizados, foi o descrito por Cruz et al. (2004):

Yi =pu+G +G; +S: +A +GA +GA  +SA  +F
1 T ik ik ik

em que:
Yy egij-: sdo a média experimental e o0 erro experimental médio associado ao
tratamento de ordem ij, respectivamente;

1. efeito da média geral;

Gi e Gj. efeitos da capacidade geral de combinacdo (CGC) associados ao
i-ésimo e j-ésimo progenitor;

Sii: efeito da capacidade especifica de combinacao (CEC) entre os progenitores i
e j e o ambiente;

Ag: efeito do ambiente k;

GAik e GAy: efeitos da interag&o entre a capacidade geral de combinagédo (CGC)
associados ao i-ésimo e j-ésimo progenitores com os ambientes, respectivamente;
SAj: efeito da interagdo da capacidade especifica de combinagéo (CEC) entre os

progenitores i e j € 0 ambiente.

As significancias das estimativas dos parametros capacidade geral de
combinacdo (CGC) e capacidade especifica de combinacdo (CEC) foram
realizadas pelo teste F considerando os efeitos de gendtipos fixos.

4.4.3. Correlacao entre os caracteres
Foi realizada a correlacdo de Pearson entre a producdo de gréos e as

variaveis avaliadas: teor de clorofila, area foliar, rendimento quantico maximo do

PSII, nitrogénio foliar, redutase do nitrato, nitrogénio na planta (folhas+colmos),
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nitrogénio nos graos, altura de planta, altura da insercdo da primeira espiga,
indice de colheita, em cada nivel de N. Para tanto, foi empregado o teste t pelo
programa GENES (Cruz, 2005b).



28

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise de variancia

Os resultados da anadlise de variancia relacionada as variaveis avaliadas
sao apresentados no Quadro 2.

Os quadrados médios obtidos na analise de variancia mostraram-se
significativos a 1% de probabilidade pelo teste Skott Knott para todas as variaveis
estudadas, exceto para a razdo F./Fn € o0 indice de colheita, em relacdao aos
efeitos de doses de N, nos diferentes estadios fenoldgicos avaliados. Contudo, o
efeito dos gendtipos foi significativo a 1 e 5% de probabilidade para a maioria das
variaveis, indicando a presenca de variabilidade genética entre eles. As variaveis
teor de clorofila, razédo F./F, e nitrogénio na parte aérea (folhas+colmos) nao
apresentaram significAncia a 5% de probabilidade, indicando, portanto, uma
reduzida variabilidade genética para estas caracteristicas. Desta maneira, tais
caracteristicas ndao podem ser consideradas boas variaveis para discriminar

diferencas genotipicas (Quadro 2).
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Quadro 2 - Andlise de variancia: probabilidades dos efeitos dos niveis de
disponibilidade de nitrogénio (N), gendtipos (G) e interacdo (NxG),
nas duas épocas fenoldgicas

Quadrados médios

.z 1/ o
Variavel N G NxG Residuo CV%
Florescimento
TC 295,2111** 17,2349 17,2349 11,0444 8,32
AF 0,1315** 0,0078** 0,0020™ 0,0030 19,17
Fv/Fm 0,0020™ 0,0007™ 0,0007™ 0,0008 3,70
NF 344,5690** 11,0328* 5,1914™ 5,3464 8,66
RN 2,5536** 0,7623** 0,1969™ 0,1961 24,20
Colheita
NG 0,8429** 0,0476* 0,0152™ 0,0200 8,69
NP 0,3228** 0,0249™ 0,0089™ 0,0171 15,58
AP 621,4694** 956,8057** 53,1747" 60,9855 6,11
AE 749,3788** 301,0356** 45,0173" 39,8179 9,73
IC 0,0002"™ 0,0019* 0,0016* 0,0008 6,35
PG 5228,8444** 542,3857** 335,1540* 181,3389 17,53
GL 1 14 14 56

Y'TC = teor de clorofila; AF= area foliar; F,/F, = rendimento quéntico maximo do PSIl; NF =
nitrogénio foliar; RN = redutase do nitrato; NG = nitrogénio nos graos; NP = nitrogénio na parte
aérea (folhas+colmos); AP = altura de planta; AE = altura de espiga; IC = indice de colheita e PG =
producéo de graos.

* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.

** - Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

" - Nao significativo.

Na fase de florescimento, a analise da interagdo genoétipo X ambiente
mostrou auséncia de significAncia para todas as caracteristicas avaliadas,
indicando, dessa forma, uma resposta similar para estas variaveis dos genétipos
estudados, quando estes foram cultivados em ambientes de baixa e alta
disponibilidade de N (Quadro 2). Esse resultado possibilita a recomendacao de
cultivo simultaneo de gendtipos superiores em ambos os ambientes. Entretanto,
na fase de colheita, apenas o indice de colheita e a producao de graos mostraram
efeitos da interacdo de niveis de N X gendtipos (NxG) a 5% de probabilidade
(Quadro 2). Para estas duas caracteristicas estudadas, este estudo péde mostrar
que existe um diferente desempenho relativo dos hibridos experimentais quando
avaliados nos dois niveis de nitrogénio e nesta fase de cultivo. Nessas condicoes,
Cruz et al. (2004) relatam que o melhor hibrido em um ambiente nao

necessariamente sera no outro ambiente.
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De acordo com Pimentel-Gomes (1985), os coeficientes de variacdo sao
classificados como baixo (<10%), médio (10-20%), alto (20-30%) e muito alto
(>30%). Entretanto, essa classificagcdo nao leva em consideragdo a cultura
estudada, a caracteristica avaliada e nem as condicoes edafoclimaticas durante a
conducgao do experimento. Sendo assim, na cultura do milho, Scapim et al. (1995)
propuseram uma classificacdo dos coeficientes de variacdo especifica para
alguns caracteres considerados importantes no programa de melhoramento.
Segundo estes autores, os coeficientes de variacao para altura de planta quando
inferiores a 4,5% séo considerados baixos; entre 4,5-9%, médios; e acima de 9%,
altos. Enquanto que para altura de espiga sdo considerados baixos, valores
menores de 6,5%; médios, entre 6,5-13%; e altos, acima de 13%. Para producao
de graos de milho, em experimentos agrondmicos em nivel de campo, os
coeficientes de variacao inferiores a 10% sao considerados baixos; entre 10 e
22%, médios; e, acima de 22%, sdo considerados altos (Scapim et al., 1995). De
modo geral, considerando as classificacbes supracitadas, verificou-se que o0s
valores de coeficiente de variagcao da maioria das variaveis avaliadas estao dentro
dos padrées normais de experimentacdo de milho, o que pdde indicar boa
precisdo experimental dos dados.

Machado et al. (1992), avaliando a atividade de enzimas envolvidas no
metabolismo de N em milho, encontraram valores de coeficiente de variagado para
a redutase do nitrato e nitrogenase (98,75% e 114%, respectivamente), e, ainda,
Majerowicz et al. (2002), estudando a eficiéncia de uso do nitrogénio em
genotipos de milho, ao avaliarem a atividade da RN, encontraram valores de CV
de 26,5%. Portanto, os valores de coeficientes de variacdo encontrados neste
trabalho estdo de acordo com os encontrados na literatura para milho comum.

Com base nos resultados apresentados no Quadro 3, verificou-se que o
solo com alto teor de N promoveu o incremento da absor¢do de nitrogénio nas
plantas, e essa maior absorcdo influenciou nas caracteristicas fisiolégicas,
bioquimicas e agrondmicas avaliadas. Conseglentemente, tal incremento
proporcionou o aumento da producdo de graos de milho, uma vez que esse
nutriente mineral é importante para o metabolismo das plantas, por ser
constituinte de moléculas de proteinas, coenzimas, acidos nucléicos, citocromos,
clorofilas (Laza et al.,, 1993). Portanto, a deficiéncia de nitrogénio pode

comprometer o metabolismo de nitrogénio, diminuindo o rendimento da cultura.
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Respostas do milho a doses de nitrogénio também sao referenciadas nos
trabalhos de Lu e Zhang (2000), Ferreira et al. (2001), Lu et al. (2001), Majerowicz
et al. (2002).

Quadro 3 - Valores médios de 15 hibridos F-s derivados dos cruzamentos de seis
linhagens contrastantes da populacdo de milho CMS 28, no ambiente
baixo (N1) e alto (N2) de nitrogénio

Variavel” N1 N2
TC 38,10 a 41,70 b
AF (m2) 0,25 a 0,32 b
NF (g kg™) 24,70 a 28,60 b
RN (umol NOz g' MF h™ 1,66 a 2,00 b
NG (%) 1,53 a 1,72 b
NP (%) 0,78 a 0,90 b
AP (cm) 125,00 a 131,00 b
AE (cm) 61,90 a 67,70 b
PG (g planta™) 69,20 a 84,40 b

Y'TC = teor de clorofila; AF= area foliar; NF = nitrogénio foliar; RN = redutase do nitrato; NG =
nitrogénio nos graos; NP = nitrogénio na parte aérea (folhas+colmos); AP = altura de planta; AE =
altura de espiga e PG = produg¢éo de graos.

Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente pelo teste Skott Knott a 5% de
probabilidade.

Os dados deste experimento reforcam as observacdes de Lucena et al.
(2000) e de Araujo et al. (2004), que indicaram ganhos de produtividade quando
houve aumento na dose aplicada de nitrogénio no solo.

Para as variaveis avaliadas, as quais apresentaram efeitos significativos
de ambiente e entre gendtipos, foram feitos diagramas em quadrantes (Fox,
1978). Nesses diagramas, sao mostradas as respostas dos 15 hibridos derivados
de cruzamentos entre seis linhagens de milho contrastantes no uso de nitrogénio
da populacao CMS 28. Ainda, nesses diagramas, foram consideradas duas fases
de cultivo das plantas: florescimento e colheita. Estas fases foram escolhidas por

serem estadios importantes para qualquer cultura, principalmente para o milho.
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Os quadrantes superiores do diagrama incluem os genétipos responsivos,
ou seja, genétipos que, em resposta ao aumento da disponibilidade de N,
apresentaram aumento da variavel avaliada. Os quadrantes inferiores incluem os
genotipos com menor potencial de resposta, mesmo na presencga de niveis de N
elevados. Estes genétipos sdo denominados nao-responsivos.

Para cada variavel avaliada, a média geral de cada nivel de N (baixo e
alto N) foi utilizada para dividir o diagrama em quadrantes. Portanto, os hibridos
cujas médias sao inferiores a média geral sob baixo e alto teor de N foram
classificados como ineficientes e néo-responsivos, respectivamente. Por outro
lado, os hibridos com médias superiores em ambos o0s niveis de N, foram
classificados como eficientes e responsivos, respectivamente. Contudo, podem
ser classificados como eficientes e n&o-responsivos e ineficientes e responsivos
os hibridos que tiverem médias superiores, sob apenas um nivel de
disponibilidade de N.

Para area foliar, destacaram-se os hibridos derivados dos cruzamentos
entre as linhagens eficientes LixL,, LixLs, 0s quais estdo representados no
quadrante superior direito. Sendo assim, esses hibridos foram classificados como
eficientes e responsivos. Ou seja, em resposta a baixa e alta disponibilidade de N,
apresentaram incremento de area foliar. Entretanto, o hibrido LoxL3 foi classificado
como apenas responsivo, por ter valor médio idéntico a média geral dos hibridos
cultivados em ambiente de baixo N. No entanto, observou-se no quadrante inferior
esquerdo destaque dos hibridos L4xLs, LaxLe € LsxLe derivados dos cruzamentos
entre as linhagens ineficientes, os quais sédo classificados como ineficientes e
Nao-responsivos, ou seja, apresentaram decréscimo de area foliar em ambos os

niveis de disponibilidade de N (Figura 2).
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Figura 2 - Respostas de 15 hibridos Fys derivados dos cruzamentos de seis
linhagens contrastantes da populacdo de milho CMS 28, para area
foliar, no florescimento, em funcdo da adubacdo nitrogenada, na
média dos ambientes.

Com relacao as variaveis nitrogénio foliar e redutase do nitrato (Figuras 3
e 4, respectivamente), essa resposta entre os hibridos nao foi verificada. Dentre
os hibridos derivados dos cruzamentos entre as linhagens eficientes no uso de N,
0 LoxLs e o LixLs para RN, e apenas o LoxLz para NF estdo representados no
quadrante superior direito. O hibrido L4xLs, obtido dos cruzamentos entre as
linhagens ineficientes no uso de N, para as duas variaveis avaliadas, esta
representado no quadrante inferior esquerdo. Observa-se, ainda, que as
combinacdes hibridas LixLs e LixL, estdo representadas no quadrante inferior
esquerdo, das variaveis nitrogénio foliar e redutase do nitrato, respectivamente

(Figuras 3 e 4). Estes cruzamentos mostraram resposta diferente do esperado,
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uma vez que sao derivados de linhagens eficientes no uso de N. Este fato sugere
que para essas duas caracteristicas, pelo menos um dos parentais,
possivelmente a linhagem Ly, ndo proporciona melhor contribuicdo para o
aumento do NF e RN em plantas de milho.

Nitrogénio foliar (g kg™)
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Figura 3 - Respostas de 15 hibridos Fys derivados dos cruzamentos de seis
linhagens contrastantes da populacao de milho CMS 28, nitrogénio
foliar, no florescimento, em funcdo da adubacgdo nitrogenada, na
média dos ambientes.

As meédias gerais para a atividade da RN, em nivel baixo e alto de N,
foram, respectivamente 1,66 e 2,00 pmol NO, g 'MF h™'. Em trabalho realizado
por Andrade Netto (2005), a atividade dessa enzima as 7h em plantas de café

chegou a 0,82 umol NO; g MF h™. Portanto, em plantas de milho, observou-se
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uma duplicacéo da atividade dessa enzima, determinada as 9h (Figura 4). Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados por Purcino et al. (1994), que em
condi¢cdes de campo, observaram atividade dessa enzima entre 1,68-2,46 e 1,61-
2,18 pmol NO2 g' MF h™" em genétipos de milho cultivados sob dois niveis de
adubacdo nitrogenada, na aplicacdo de 20 kg ha' e 60 kg ha' de N,
respectivamente.
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Figura 4 - Respostas de 15 hibridos Fys derivados dos cruzamentos de seis
linhagens contrastantes da populacdo de milho CMS 28, redutase do
nitrato, no florescimento, em funcao da adubacdo nitrogenada, na
média dos ambientes.

Para nitrogénio nos graos, destacaram-se os cruzamentos LixLs, LoxLg €
LsxLe, representados no quadrante superior direito. Ou seja, essas combinacdes
hibridas em ambos os niveis de disponibilidade de N, baixo e alto, apresentaram
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incremento no teor de nitrogénio nos graos. Em contrapartida, os hibridos LsxLs e
LsxLs apresentaram resposta contraria, quando representados no quadrante
inferior esquerdo. Pode-se observar, ainda, que o hibrido LoxLs foi considerado
ineficiente, por ter valor médio idéntico a média geral dos hibridos cultivados em
ambiente de alto N (Figura 5).
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Figura 5 - Respostas de 15 hibridos Fys derivados dos cruzamentos de seis
linhagens contrastantes da populacao de milho CMS 28, nitrogénio
nos graos, no florescimento, em funcéo da adubacao nitrogenada, na
média dos ambientes.

Com relagdo as variaveis altura de planta e de espiga (Figuras 6 e 7),
observa-se que os hibridos LixLp, LixLs e LoxLs estdo representados no

quadrante superior direito. Sendo assim, podem ser considerados eficientes e
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responsivos a adubacao nitrogenada. Contudo, em programas de melhoramento
que visam a reducdo de porte de plantas de milho, esses hibridos ndo sao
indicados. Os hibridos LsxLs, LsaxLe € LsxLe, representados no quadrante inferior
esquerdo, podem ser considerados ineficientes e nao-responsivos a adubacéao
nitrogenada. Novamente, o cruzamento LixLs; esta representado no quadrante
inferior esquerdo, o que reafirma os resultados anteriores, de que existe a

possibilidade de a linhagem L ndo estar favorecendo a combinacéao hibrida.
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Figura 6 - Respostas de 15 hibridos Fys derivados dos cruzamentos de seis
linhagens contrastantes da populacdao de milho CMS 28, altura de
planta, na colheita, em funcdo da adubacdo nitrogenada, na média
dos ambientes.

Em geral, os hibridos ficaram representados em quadrantes opostos,
sendo, portanto, classificados como genoétipos eficientes no uso de N e
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responsivos a adubagao nitrogenada, e gendtipos ineficientes no uso de N e nao-

responsivos a adubacao nitrogenada.
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Figura 7 - Respostas dos 15 hibridos Fys derivados dos cruzamentos de seis
linhagens contrastantes da populacdo de milho CMS 28, para altura

de espiga, na colheita, em funcao da adubacéao nitrogenada, na média
dos ambientes.

Observou-se, na Figura 8, que os hibridos LixLs, LixLs e LoxLs estao
dispersos no quadrante superior direito desta figura, sendo, portanto, classificados
como eficientes no uso de N e responsivos a adubacao nitrogenada. Os hibridos
LsxLe € LsxLe estdo dispersos no quadrante inferior esquerdo desta figura, sendo,
portanto, classificados como ineficientes no uso de N e nao-responsivos a
adubacdo nitrogenada. Essa mesma resposta foi observada na Figura 2,

genoétipos com maior producdo de graos apresentaram maior area foliar.



39

Provavelmente, a maior area foliar fotossinteticamente ativa pode ter
proporcionado a maior absorcdo de energia luminosa direcionada ao processo
fotossintético, logo, uma maior translocacéao de fotoassimilados. Apenas o hibrido
LsxLs foi considerado eficiente, mas ainda nao-responsivo. Esses resultados
concordam com 0s encontrados por Guimaraes (2006). Este autor, trabalhando
com as mesmas seis linhagens contrastantes ao uso de N da populacdo CMS 28,
observou a mesma resposta, mostrando que para a caracteristica producao de
graos houve superioridade dos genétipos selecionados como eficientes (L, Lo €
Ls) em relacdo aos ineficientes (L4, Ls e Lg), tanto em ambientes com baixo e alto
teor de N.
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Figura 8 - Respostas dos 15 hibridos Fys derivados dos cruzamentos de seis
linhagens contrastantes da populagdo de milho CMS 28, para
producdo de graos, na colheita, em fungédo da adubagé&o nitrogenada,
na média dos ambientes.
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O trabalho de Guimaraes (2006) demonstrou que, para este conjunto de
linhagens, a eficiéncia de uso de nitrogénio e a resposta a aplicagdo deste
nutriente mineral sdo condicionadas por fatores genéticos, os quais conferem um
padrdao de resposta previsivel, o que pode permitir a escolha de genitores
adequados e a sintese de hibridos superiores, a partir de linhagens eficientes no
uso de N.

Portanto, pode-se indicar dentre os hibridos estudados que o cruzamento
LoxL3, considerado como eficiente e responsivo a adubacgao nitrogenada, pode ser
promissor por apresentar elevada producao de graos (Figura 8). Provavelmente,
tal resposta seja em conseqiéncia do maior teor de nitrogénio foliar e da maior
atividade da redutase do nitrato (Figuras 3 e 4, respectivamente) nos dois
ambientes avaliados. Essas informacgdes indicam a necessidade de mais estudos,
visando a possibilidade de se utilizar essa enzima como ferramenta auxiliar no
desenvolvimento de genoétipos mais produtivos, devido a maior eficiéncia na
utilizagdo do nitrogénio. No entanto, considerando as caracteristicas agrondmicas
como variaveis importantes para selecionar precocemente genétipos de alta
eficiéncia na utilizacdo do nitrogénio, sugere-se o hibrido LixLs como promissor
por apresentar maior quantidade de nitrogénio nos graos, altura de planta e
espiga (Figuras 5, 6 e 7) e, ainda, elevada producédo de graos (Figura 8). Tais
resultados sugerem que esses hibridos sdo bons gendétipos para serem utilizados

em programa de melhoramento visando a maior eficiéncia do uso do nitrogénio.

5.2. Analise dialélica

As variaveis analisadas podem ser agrupadas de acordo com as
significancias dos efeitos das capacidades geral e especifica de combinagcédo (CGC
e CEC), nos niveis baixo e alto de nitrogénio (N1 e N2) (Quadro 4).

Os valores dos quadrados médios referentes a CGC, para o teor de
clorofila, foram significativos no nivel de baixo N, e também para interacao da CGC
com os niveis de N. Para a maioria das variaveis avaliadas, ndo foram observados
efeitos significativos para interagdo da CGC e CEC com os niveis de N. Ja as
variaveis area foliar e nitrogénio foliar apresentaram significancia para os efeitos da
CGC nos niveis baixo e alto N, respectivamente. No entanto, a redutase do nitrato

apresentou efeito significativo para CGC nos dois niveis de N, o que pode indicar
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que os efeitos aditivos estdo envolvidos no controle dessas caracteristicas. Para a
razao F./Fm, ndo foi observada significancia para os efeitos da CGC e CEC nos dois
niveis de N (Quadro 4).

Ainda no Quadro 4, pode-se observar que as variaveis nitrogénio nos
graos e na parte aérea (folhas+colmos) ndo apresentaram efeito significativo para
CGC nos dois niveis de N. Entretanto, para NP, foi observada significancia para
CEC no ambiente de alto N. Guimaraes (2006) relata que os efeitos nao aditivos
relacionados a dominancia e epistasia tém sua importancia, pois indicam a
existéncia de combinacdes hibridas mais promissoras entre os diversos pares de
genitores, levando a maior expressado de heterose em cruzamentos especificos, de
modo que a complementacdo génica favoravel possa ser, em ambientes de
estresse por deficiéncia de N, um mecanismo eficiente para o desenvolvimento de
cultivares mais produtivos.

A altura de planta e da insercao da primeira espiga e o indice de colheita
apresentaram efeitos significativos da CGC nos dois niveis de N. Entretanto,
apenas a ultima variavel apresentou interacao da CGC com os niveis de N (Quadro
4). Bordallo et al. (2005) observaram a presenca de efeitos génicos aditivos e nao
aditivos no controle das caracteristicas altura de planta, peso médio de espiga sem
palha, comprimento médio de espiga sem palha e teor de proteina no grdo, em
genotipos de milho doce e comum.

Ja a producao de graos apresentou significancias para os efeitos da CGC
nos dois niveis de N, da CEC no nivel de alto teor de N, e também para interacédo
da CGC com os niveis de N, indicando a presenca dos efeitos génicos aditivos e
nao aditivos no controle dessa caracteristica (Quadro 4).

Em relacdo as médias dos quadrados dos efeitos, para as variaveis TC
em baixo N, AF, NF, RN, AP e AE nos dois niveis de N, houve predominancia dos
efeitos génicos aditivos. Cruz et al. (2004) relatam que essa situacdo pode
proporcionar ganhos para estas caracteristicas, quando o0s genitores sao
utilizados em programas de melhoramento intrapopulacional. Para as variaveis
NP em alto N, NG e PG, as médias dos quadrados dos efeitos de dominancia
foram superiores as dos de aditividade, o que indica que o melhoramento
envolvendo hibridagdes, explorando o efeito da hetorose, podera propiciar ganhos
superiores (Quadro 4).



Quadro 4 - Resumo da analise dialélica conjunta para os 15 hibridos derivados dos cruzamentos entre seis linhagens de milho da
populagdo CMS 28, em nivel baixo (N1) e alto (N2) de nitrogénio

Quadrados médios Média dos quadrados dos efeitos
Variavel” CGC CGCx Amb CEC CEC x Amb Residuo CGC CEC

N1 N2 N1 N2 N1 N2 Comb N1 N2 N1 N2
Florescimento
TC 44,7000 7,1000™ 37,0016* 15,9667" 15,0333 9,0664"™ 10,8222 11,2667 11,0445 2,8232 -0,3472 1,7148 1,2555
AF 0,0116™* 0,0060™ 0,0021"™ 0,0017™ 0,0028™ 0,0020™ 0,0023 0,0036 0,0029 0,0008 0,0002 -0,0002 -0,0003
Fv/Fm 0,0012™ 0,0008™ 0,0012™ 0,0004"™ 0,0006™ 0,0005™ 0,0007 0,0008 0,0007 0,0000 0,0000 -0,0001 -0,0001
NF 14,5819™ 15,4580** 8,8395"™ 3,9980" 4,4580™ 3,2658" 6,622 4,0709 5,3464 0,6633 0,9489 -0,8747 0,1290
RN 0,5218* 1,7328** 0,2962" 0,1092" 0,1337" 0,1397™ 0,1486 0,2437 0,1961 0,0311 0,1241 -0,0131 -0,0367
Colheita
NG 0,0463™ 0,0330™ 0,0202"™ 0,0299™ 0,0253"™ 0,0124™ 0,0217 0,0184 0,0201 0,0021 0,0012 0,0027 0,0023
NP 0,0140™ 0,0131™ 0,0045™ 0,0189™ 0,0182* 0,0113™ 0,0276 0,0065 0,0171 -0,0011 0,0006 -0,0029 0,0039
AP 1211,7000** 1313,9930** 68,8015™ 92,7000™ 80,1337"™  44,4218™ 65,5178 56,4531 60,9854 95,5152 104,7950 9,0607 7,8935
AE 309,1050**  463,6460™" 78,0205 55,7937™ 51,8020™ 26,4608 36,8182 42,8175 39,8178 22,6906 35,0690 6,3252 2,9948
IC 0,0026* 0,0022* 0,0027* 0,0015™ 0,0015™ 0,0010™ 0,0008 0,0008 0,0008 0,0002 0,0001 0,0002 0,0002
PG 636,7850*  779,7990**  558,0685* 226,1137"° 350,5597* 211,6248™ 227,1651 1355127 181,3389 34,1350 53,6905 69,1733 71,6823
GL 5 9 28 56

YTC = teor de clorofila; AF= area foliar; F\/Fr = rendimento quantico maximo do PSII; NF = nitrogénio foliar; RN = redutase do nitrato; NG = nitrogénio nos graos; NP = nitrogénio
na parte aérea (folhas+colmos); AP = altura de planta; AE = altura de espiga; IC = indice de colheita e PG = produgao de graos.

* - Significativo ao nivel de 5 de probabilidade, pelo teste F.
** - Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

" - N&o significativo.

A%



43

Freitas Junior et al. (2006), avaliando a capacidade combinatéria em
milho-pipoca, observaram que para producao de graos houve maior importancia
dos efeitos de dominancia. A significancia dos efeitos da CGC indica que pelo
menos um dos hibridos difere dos demais quanto a quantidade de genes
favoraveis com efeitos aditivos. A significAncia da CEC indica, por sua vez, que
existe complementacao entre os hibridos nos loci com algum grau de dominancia.
A interagdo da CGC com os niveis de N indica que ndo ha consisténcia entre os
efeitos observados em cada nivel, ou seja, um hibrido apresentando maiores
efeitos aditivos, em um nivel, pode ndo apresentar a mesma superioridade no
outro nivel.

Para as variaveis com interacao nao significativa da CGC e CEC com os
niveis de N, os efeitos destas capacidades foram calculados na média dos niveis
baixo e alto de N (Quadros 5 e 7).

Quadro 5 - Efeitos da CGC na média dos niveis baixo e alto de nitrogénio, para as
variaveis que nao apresentaram significancias quanto a interacao
CGCxAmb: éarea foliar (AF, em m?3), rendimento quantico maximo do
PSII (F,/F.), nitrogénio foliar (NF, em g kg™'), redutase do nitrato (RN,
em umol NOz g™ MF h™), nitrogénio nos grdos (NG, em %), nitrogénio
na parte aérea (NP, em %), altura de planta (AP, em cm), altura da 12
espiga (AE, cm), em diferentes estadios fenoldgicos

Linh. AF Fo/Fm NF RN NG NP AP AE
1 0,038 -0,003 -1,158 0,037 -0,061 -0,03 6,12 3,121
2 0,015 0,001 1,517 -0,092 0,005 0,037 12,208 3,146
3 0,002 -0,003 0,167 0,314 -0,029 0,015 -5,867 0,621
4 -0,005 -0,004 0,104 -0,378 0,035 -0,045 -2,317 -0,079
5 -0,013 -0,004 -0,833 -0,213 -0,026 0,020 5,750 3,720
6 -0,037 0,011 0,204 0,333 0,076 0,007 -15,892 -10,529

A linhagem L, destacou-se para os efeitos da CGC, para nitrogénio foliar,
nitrogénio na parte aérea (folhas+colmos) e altura de planta (Quadro 5). Ao se
observar o Quadro 5, verificou-se que essa linhagem apresentou o maior valor
dessas variaveis. Entretanto, para as variaveis area foliar, razédo F,/F, e altura de
espiga, a L, mostrou-se como a segunda melhor linhagem, com maior valor

positivo de CGC, na média dos ambientes, indicando tendéncia de aumento de
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contribuicdo génica para essas caracteristicas. Em contrapartida, para a variavel
redutase do nitrato, a linhagem L, apresentou valores negativos, contribuindo
assim para reduzir a atividade dessa enzima nos cruzamentos em que participa.
Os maiores valores positivos de CGC foram apresentados pelas linhagens Ls e Lg
(0,314 e 0,333, respectivamente) (Quadro 5).

Considerando a éarea foliar, a linhagem L; apresentou o maior valor
positivo de CGC (0,038), contribuindo para aumentar a expressdo dessa
caracteristica.

Os efeitos da CGC foram calculados separadamente para cada nivel de
N, quando as variaveis apresentaram interacdo significativa da CGC com os
niveis de N (Quadro 6). Para os efeitos da CGC do teor de clorofila, indice de
colheita e producéo de graos, a linhagem L, entre as eficientes no uso de N, foi a
melhor baixo N. A linhagem L3 destacou-se pelos valores elevados em alto N. Por
sua vez, as linhagens Ls e Lg tiveram o pior desempenho para essas
caracteristicas em ambos os niveis de N, em virtude dos valores negativos para
CGC.

Quadro 6 - Efeitos da CGC em baixo (N1) e alto (N2) nivel de nitrogénio para as
variaveis que apresentaram significancias, quanto a interagao
CGCxAmb: teor de clorofila (TC), indice de colheita (IC), producao de
grdos (PG, em g planta™), em diferentes estadios fenolégicos

TC IC PG
Linhagens . N2 N1 N2 N1 N2
i 1750 0917 0,007 0,025 4608 9.875
2 3000 -0.167 0.009  -0,015 11,083 -7,200
3 1,000 0,333 0,016 0,002 0433 10225
4 1,000 -0.167 0,022  -0,008 8217  -6,200
5 0,750 -0417 0,011 -0,003 0617  -1.100
6 2,000 -1.333 0011 -0.003 7292 -5.600

Os efeitos da CEC (Quadro 7) foram calculados na média dos ambientes,
pois todas as variaveis ndao apresentaram significancia da interacdo dessa

capacidade com os niveis de N.



Quadro 7 — Efeitos da CEC na média dos niveis baixo e alto de nitrogénio para as variaveis que nao apresentaram

significancias, quando a interacdo CECxAmb: teor de clorofila (TC), area foliar (AF em m?), rendimento
quantico maximo do PSII (F./Fr), nitrogénio foliar (NF, em g kg™'), redutase do nitrato (RN, em pmol NOz g
MF h™), nitrogénio nos graos (NG, em %), nitrogénio na parte aérea (NP, em %), altura de planta (AP, em cm),
altura de espiga (AE, em cm), indice de colheita (IC) e producdo de graos (PG, em g planta™), em diferentes
estadios fenolbgicos

Hibridos

TC AF Fo/Fm NF RN NG NP AP AE IC PG

L1 XL2
L1 XL3
L1 XL4
L1 XL5
L1 XLG
L2XL3
L2XL4
L2XL5
L2XL6
L3XL4
L3XL5
L3XL6
L4XL5
L4XL6
L5XL6

-2,8 -0,002 0,004 -0,305 -0,174  -0,062  -0,021 4,217 1,51 0,004 -10,33
1,45 -0,03 0,003 0,395 -0,09 0,052 -0,054  -8,408 -6,315  -0,007 -8,217
2,7 -0,007  -0,006  -1,043 0,062 -0,092 0,046 0,442 -0,565 0,029 3,67
0,2 0,01 -0,011 -0,105 0,072 0,12 0,066 -0,17 -0,035  -0,022 10,97
-1,55 0,029 0,009 1,058 0,131 -0,018  -0,036 3,917 5,335 -0,002 3,908
-0,55  -0,001 -0,006 -0,53 0,188 -0,049 0,034 -2,145 0,26 0,011 7,733
0,7 0,016 0,011 1,533 -0,004 0,107 -0,041 -1,495 -1,74 -0,027 -0,73
0,2 -0,011 -0,004 -0,43 -0,074 0,05 0,034 1,442 0,51 -0,004 -4,38
2,45 -0,002  -0,004  -0,267 0,065 -0,044  -0,007 -2,02 -0,54 0,016 7,708
-1,05 0,024 -0,011 -0,367  -0,075  -0,009 -0,034 6,68 5,835 -0,004 -0,417
-0,55 0,017 0,014 1,22 0,11 -0,063  -0,059 3,418 1,735 0,01 0,433

0,7 -0,01 -0,001 -0,717  -0,132 0,07 0,114 0,455 -1,515 -0,01 0,47
-0,3 -0,016 0,006 -0,367  -0,013  -0,052 0,03 -3,983  -1,265 0,011 1,27
-2,05  -0,017 0,001 0,245 0,031 0,046 -0,001 -1,645  -2,265  -0,009 -3,793
0,45 0 -0,004 -0,317 -0,094 -0,053 -0,071 -0,708  -1,015 0,005 -8,292

14
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Segundo Cruz et al. (2004), as combinagdes hibridas com estimativas de
CEC mais favoravel envolvem pelo menos um dos progenitores que tenha
apresentado o mais favoravel efeito da CGC para a variavel avaliada.

Com base nos resultados apresentados no Quadro 7, dentre os hibridos,
destacaram-se as combinacdes LixL4 e LoxLe para TC, LixLe para AF e LoxL4 para
NF.

Neste contexto, no florescimento, destacaram-se os hibridos LsxLs e LoXL4
para F./Fn, e LoxLz para RN. Para as variaveis avaliadas durante a colheita,
observou-se que dentre os cruzamentos houve maior superioridade dos hibridos
LixLs e LoxL4 para nitrogénio nos gréos, LsxLg para nitrogénio na parte aérea
(folhas+colmos), L3xL4 € LixLo para altura de planta, LzxL4 para altura da insercao
da primeira espiga, LixL4 para indice de colheita e LixLs para produc¢ao de graos.

De modo geral, na maioria das variaveis, os maiores valores encontrados
foram dos hibridos derivados de cruzamentos entre linhagens eficientes no uso de
N, e entre as linhagens eficientes e as ineficientes no uso de N. Durante a
realizacdo do experimento, foi observado que os hibridos derivados de
cruzamentos entre linhagens ineficientes apresentaram valores negativos para a

maioria das variaveis avaliadas.

5.3. Correlacao entre caracteres

No Quadro 8, no nivel alto de disponibilidade de N no solo, observou-se
correlacao positiva entre a area foliar (0,56*) e a producao de graos. Isso pode
sugerir que plantas com maior area foliar apresentaram maior interceptacao da
energia solar incidente e, por conseguinte, maior assimilagdo fotossintética de
carbono no processo fotossintético, 0 que evidencia um maior equilibrio entre a
producdo de assimilados e as demandas para o desenvolvimento dos érgaos
reprodutivos. Tal fato pode ter contribuido para incrementar a producao de graos.
Argenta et al. (2002), avaliando genétipos de milho, observaram que, no estadio
de 10 a 11 folhas expandidas, ndo houve correlacao significativa entre essas duas

variaveis.
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Quadro 8 - Correlagdes fenotipicas entre a produtividade de graos e as variaveis
avaliadas nos 15 hibridos Fys derivados de seis linhagens
contrastantes da populacdo de milho CMS 28, em nivel baixo (N1) e
alto (N2) de nitrogénio

Variavel Niveis de N
N1 N2
Florescimento

Teor de clorofila 0,79** -0,14"
Area foliar 0,31™ 0,56*
Fv/Fm 0,08" -0,13™
Nitrogénio foliar 0,53* -0,34"
Redutase do nitrato 0,11™ 0,36™

Colheita
Nitrogénio nos gréos -0,03" -0,17"
Nitrogénio na parte aérea 0,36 0,13"
Altura de planta 0,56* 0,01
Altura da insergdo da 12 espiga 0,37" 0,36"
indice de colheita 0,10™ 0,63*

* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
** - Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

" - N&o significativo.

Em baixa disponibilidade de N, as variaveis teor de clorofila (0,79%) e
nitrogénio foliar (0,53*) apresentaram correlagdes positivas e significativas com a
producédo de graos. Em trabalho realizado por Duraes et al. (2004), com o milho
em ambiente de baixa disponibilidade de N no solo, resposta similar foi obtida.
Estes autores também observaram correlagdes significativas entre o teor de
clorofila e a producao de gréaos de milho, em ambiente de baixa disponibilidade de
N no solo. Em contrapartida, Medici (2003) observou em gendétipos de milho,
correlacdo entre teor de clorofila e producdo em baixo (0,71**) e alto (0,70%)
teores de N.

Os resultados obtidos evidenciaram que, em condi¢gdes de baixa
disponibilidade de N, o teor estimado de clorofila na folha de milho, obtido por
meio do indice SPAD, foi associado com a producéo de graos. Sendo assim, para
o diagnéstico do teor deste nutriente na planta, o medidor portatil de clorofilas
pode substituir a determinacdo do teor de N na folha. Contudo, na época de
florescimento, esse diagnoéstico ndo pode ser utilizado para correcido da
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deficiéncia de N na estacédo de crescimento da cultura uma vez que o rendimento
de graos ja estaria definido. Para tanto, seria necessario o estudo dessa
caracteristica, teor de clorofila, em diferentes estadios fenoldgicos, precedentes
ao florescimento, para posteriormente correlaciona-la com a producéo de graos.

No ambiente de alto N, ndo foi verificada correlagéo significativa entre a
producdo de grdaos e as varidveis teor de clorofila e nitrogénio foliar.
Provavelmente, devido ao fato de que as leituras do medidor portatil de clorofilas
nao sao influenciadas pelo nitrogénio na forma de nitrato, ou seja, o chamado
consumo de luxo de N. As leituras do medidor portatil de clorofilas (MPC)
somente sao influenciadas pelo N presente nas moléculas de clorofilas.

Argenta et al. (2002), estudando plantas de milho nos estadios de seis a
sete folhas e de 10 a 11 folhas expandidas, observaram correlacdo positiva entre
o rendimento de graos e a leitura de SPAD. Esses mesmos autores verificaram
que, no estadio de espigamento, o teor de N da folha indice (primeira folha abaixo
da espiga) foi a variavel que mais se associou com o rendimento de graos,
seguida pela leitura efetuada pelo clorofildbmetro.

Nao foi verificada correlacéo linear entre a atividade da enzima redutase
do nitrato e a producédo de graos. Esse resultado concorda com as observacoes
relatadas em trabalhos realizados por Purcino et al. (1994) e Majerowicz et al.
(2002) (Quadro 8). Ainda, nesse quadro, em ambos os niveis de disponibilidade
de nitrogénio, podem-se observar a existéncia de coeficientes de correlagdo nao-
significativos entre a producdo e as variaveis F,/Fn, nitrogénio nos gréos e na
parte aérea (folhas+colmos) e altura da insercdo da primeira espiga. Esses
resultados sugerem que estas variaveis avaliadas nao permitem, desse modo,
discriminar diferengas genotipicas.

No ambiente de baixo N, com relacdo a altura de planta (0,56%), foi
verificada correlacdo positiva entre esta variavel e a produtividade de graos.
Contudo, no ambiente de alto N, foi verificada correlacdo positiva entre a
produtividade de graos e o indice de colheita (0,63*) (Quadro 8). Rizzi et al.
(1993), ao avaliarem a cultura do milho, observaram que o indice de colheita foi
mais associado a produtividade de graos no ambiente de baixo N.

A produtividade vegetal € um processo complexo influenciado por
diversos fatores concomitantemente, portanto, € de extrema importancia a

continuidade do estudo de caracteristicas secundarias e do sistema radicular,
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para melhor entendimento do metabolismo de nitrogénio, visando a obtencéo de
ganhos de eficiéncia no uso de N em gendétipos de milho e, por consequéncia,

proporcionar a maximizacao do potencial produtivo da cultura.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o nitrogénio é
um nutriente importante no metabolismo das plantas de milho e que proporcionou
incrementos das variaveis avaliadas. Isso mostra que a adubacgdo nitrogenada
melhora o crescimento e desenvolvimento do milho, com reflexos positivos na
producdo de graos.

As variaveis teor de clorofila e rendimento quéntico maximo do
fotossistema Il foram sensiveis a disponibilidade de nitrogénio, mas ndo podem
ser consideradas variaveis eficientes para discriminar diferengas entre gendtipos.

A linhagem L, pode ser indicada para o programa de melhoramento
visando a eficiéncia do uso de N, pelos maiores valores de capacidade geral de
combinacao para a maioria das variaveis avaliadas.

Os hibridos LoxLz e LixLs podem ser considerados bons genoétipos para
serem utilizados em programas de selecao genética visando a alta eficiéncia na
utilizagéo do nitrogénio.

Quanto a enzima redutase do nitrato, necessita-se da realizacdo de mais
estudos para essa ser utilizada como ferramenta auxiliar em programa de selecéo

genética, para o diagnostico precoce de genotipos eficientes no uso do nitrogénio.
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