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Atividade da enzima nitrato redutase em milho cultivado sob diferentes niveis de
adubacdo nitrogenada e potassica

Activity of the enzyme reductase nitrate in corn cultivated under different levels of nitrogen
and potassium fertilization
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RESUMO

Em funcéo de seu uso na alimentacdo humana e
animal e de um elevado potencial produtivo, o milho constitui-
se num dos mais importantes cereais cultivados e
comercializados no mundo. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de diferentes doses de nitrogénio e potassio na
atividade da enzima redutase do nitrato na cultura do milho
em casa de vegetacdo. Foram utilizadas cinco doses de
nitrogénio (0; 50; 100; 150 e 200kg ha) e cinco doses de
potéssio (0; 40; 80; 120 e 160kg ha). A atividade da enzima
foi estimada in vivo ap6s as plantas atingirem quatro folhas
totalmente desdobradas. Utilizou-se o método baseado no
principio de que a quantidade de nitrito liberada por
fragmentos de tecidos vivos num tampdo, na presenca de uma
agente permanente e do substrato, reflete a atividade potencial
da enzima. A atividade da enzima nitrato redutase sofreu
influéncia significativa da interacdo das doses de nitrogénio e
potassio, ja que a interacdo N=100kg hate K=40kg ha-
proporcionou as melhores médias do experimento. A partir
dessa dose, 0 aumento no fornecimento tanto de nitrogénio
quanto de potassio promoveu reducdo da atividade enzimatica.

Palavras-chave: Zea mays L., adubagéo, enzima redutase do
nitrato.

ABSTRACT

Because of the use in human feeding, animal, and
high productive potential, corn is considered to be one of the
most important cultivated and commercialized cereals in the
world. The aim of this research was to evaluate the effect of
different potassium doses and nitrogen in the activity of the
enzyme nitrate reductase in the corn culture in a greenhouse
environment. Five dosages of nitrogen (0; 50; 100; 150 and
200kg ha) and five potassium dosages (0; 40; 80; 120 and
160kg ha) were used. The activity of the nitrate reductase was

esteemed, in vivo after the plants reached four leaves totally
unfolded. The method that was used is based on the principle
of the amount of nitrite liberated by fragments of alive tissue in
a buffer in the presence of a permanent agent and substrate,
reflects the potential in situ activity of the enzyme nitrate
reductase. The activity of the enzyme nitrate reductase suffered
significant influence of the f nitrogen and potassium dosage
interaction, where the interaction N=100kg ha* and K=40kg
ha provided the best medium of the experiment. From this
dosage on, the increase of nitrogen and potassium supplement
caused a reduction of the enzymatic activity.

Key words: Zea mays L, fertilization, enzyme redutase of the
nitrate.

INTRODUGCAO

O milho é o principal cereal produzido no
Brasil, cultivado em cerca de 12 milh@es de hectares,
com producdo de aproximadamente 56 milhdes de
toneladas de grdos e produtividade média de 4,23
toneladas por hectare (CONAB, 2010). Apesar doseu
alto potencial produtivo, 0 que se observa na pratica é
que sua producao é muito baixa e irregular.

Para obtencdo de altas produtividades, é de
fundamental importancia o suprimento de nutrientes e
a adequada proporcao entre eles. A disponibilidade do
nitrogénio é um dos fatores mais importantes no
processo de crescimento e desenvolvimento das
plantas (MALAVOLTA, 2006), despenhando para o
milho papel importante no acimulo de proteinas e
produtividade dos gréos (PAVINATO et al., 2008). No
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metabolismo das plantas, participa como constituinte
de proteinas, coenzimas, &cidos nucléicos, citrocromo,
clorofila, pigmentos e produtos secundarios
(FERREIRA, et al., 2007). Na planta, quase todo o
nitrogénio se encontra em formas organicas
representadas em maior proporgao por aminoacidos e
proteinas. Consequentemente, esse elemento é
indispensavel para a producdo de cereais de alta
qualidade (MALAVOLTAetal., 1997).

Ap0s 0 nitrogénio, o potassio é o nutriente
absorvido em maior quantidade pelas plantas. Este
nutriente tem grande impacto na qualidade da cultura
do milho, exercendo influéncia positiva sobre o peso
individual dos grdos e nonimero de graos por espiga.
Apesar de ndo fazer parte de nenhum composto dentro
da planta, é muito importante em inmeros processos
bioquimicos (MENGEL & KIRKBY, 2001).

A enzima nitrato redutase atua no primeiro
passo da reducdo do nitrogénio nitrico por plantas
superiores. A maior parte do nitrogénio é absorvida
pelas plantas na forma de nitrato, que, ao ser absorvido
pelas raizes, pode ser reduzido ou armazenado nos
vacuolos, ou translocado para a parte aérea, onde seréa
reduzido ou armazenado nos vacuolos foliares (TAIZ
& ZEIGER, 2004). A reducdo de nitrato ocorre no
citossol e envolve a acdo da enzima nitrato redutase
(NR), produzindo nitrito, o qual adentra aos plastideos
nas raizes ou cloroplastos em folhas, sendo reduzido a
amonia por acdo da enzima nitrito redutase (NiR), a
qual é fixada via glutamato sintase / glutamina sintase
(GS/GOGAT) nos aminoacidos, glutamina e glutamato
que por sua vez servem de substrato para reacdes de
transaminacdo, para a producdo de aminoacidos
necessarios a sintese de proteinas (DONATO et al.,
2004).

A via de assimilacdo do nitrato é um
processo bioldgico essencial, por ser a principal rota
pela qual o nitrogénio inorganico € incorporado em
compostos organicos (FALCAO, 2006). Portanto, a
atuacdo da enzima nitrato redutase é de fundamental
importancia na incorporacao de nitrogénio inorganico
em moléculas organicas complexas, sendo a etapa
limitante nesse processo.

O nitrogénio e o potassio estdo relacionados
pela funcdo do potéssio na ativagdo da enzima redutase
do nitrato. VENKAJESAN & GANAPATHY (2004)
relatam uma correlacdo positiva entre a atividade da
enzima redutase do nitrato e a fertilizacdo potassica.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
de doses de nitrogénio e potassio na atividade da
enzima redutase do nitrato na cultura de milho em casa
de vegetacéo.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido em casa de
vegetacdo, utilizando-se o delineamento experimental
na forma de blocos casualizados, constando de um
esquema em fatorial 5x5, sendo cinco doses de
nitrogénio (0; 50; 100; 150 e 200kg ha') e cinco doses
de potassio (0; 40; 80; 120 e 160kg ha?') com seis
repeticoes.

O solo utilizado no estudo foi classificado
como Latossolo Vermelho distroférrico (EMBRAPA,
1999) coletado em um corte no perfil, apresentando as
seguintes caracteristicas quimicas e fisicas: pH em
agua: 5,18; H+Al: 3,13; Al: 0,05cmol. dm3; Ca: 0,34cmol,
dm; Mg: 0,32cmol. dm?; K: 31,00mg dm=; P: 0,72mg
dm3; matéria organica: 14,23g kg?; argila: 386g kg*;
silte: 421g kgteareia: 139g kg*. Apos ser peneirado, o
solo coletado foi seco e homogeneizado, recebendo
calagem com calcério filler na proporgéo de 800mg kg™
de solo seco para correcéo e elevagdo da saturacdo de
bases para 60%, conforme recomendacéo de SOUSA
& LOBATO (2004), sendo acondicionado em vasos
com capacidade de 5,0kg, os quais receberam adubacéo
mineral com fosforo e micronutrientes.

Um dia antes da semeadura, os nutrientes
nitrogénio, na forma de uréia, e potassio, na forma de
cloreto de potéssio, foram aplicados em solugéo (10mL
vasol) em concentragdes de acordo com cada
tratamento. A atividade da enzima foi calculada pela
quantidade de nitrito liberado pelos tecidos vegetais
na solucdo de incubagdo, sendo expressa em pmoles
NO; htgmf?,

Apos as plantas de milho terem atingido o
estadio de desenvolvimento V,, foi realizado o corte da
segunda folha apds a folha encartuchada. A atividade
da enzima nitrato redutase foi estimada, in vivo,
utilizando-se o0 método descrito por RADIN (1973), que
se baseia no principio de que a quantidade de nitrito
liberada por fragmentos de tecidos vivos num tampé&o
na presencga de uma agente permanente e do substrato
reflete a atividade potencial da enzima nitrato redutase
in situ.

No laboratdrio, as folhas foram cortadas de
modo a obter 0,2g de amostra, sendo incubadas em
frasco de vidro contendo em 5mL de solugdo tampéo
fosfato de potassio (K,HPO, + KH,PO, 0,1M) nitrato
de potéssio (KNO;30,25M) e n-propanol (1% v/v), pH
7,0, submetidos a vacuo durante dois minutos por duas
vezes consecutivas e posterior transferéncia para a
incubadora a 33°C em auséncia de luz. Decorridos 60
minutos, foram retiradas aliquotas de 1,0mL do meio de
reacdo, as quais foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 1,0mL de n-naftiletileno diamino bicloridrato
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0,01 % (m/v) e 1,0mL de sulfanilamida 0,1% em &cido
cloridrico 3,0N, para a determinacao colorimétrica do
nitrito. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro a 540nm, sendo a quantidade de
nitrito calculada utilizando-se reta padrdo de nitrito de
sodio.

Os resultados obtidos foram submetidos &
analise de variancia pelo programa SAEG 9.1 (SAEG,
2007), sendo efetuado estudo de regressdo para 0s
fatores com significancia a 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia revelou que a
atividade da enzima nitrato redutase sofreu influéncia
apenas da interacdo das doses de nitrogénio e
potéssio, ndo apresentando influéncia na presenga do
nitrogénio ou do potassio separadamente (Tabela 1).

Vérios autores relatam os efeitos benéficos
da interacdo nitrogénio x potassio (RUAN, 1999;
VENKAJESAN & GANAPATH, 2004), os quais
proporcionam aumentos significativos na
produtividade das culturas.

Esse comportamento também pode ser
observado na atividade da enzima nitrato redutase, ja
quea interacdo N=100kg ha x K=40kg ha*(Figural) e
N=200kg ha*x K=160kg ha*(Figura 2) proporcionou
resultados significativamente superiores.

Segundo COSTA et al. (2008), a adubagéo
nitrogenada tem, por muitas vezes, apresentado
respostas produtivas abaixo das esperadas, em virtude
de inadequados niveis de potassio, 0 que sugere uma
relacdo entre a absorcdo e o aproveitamento desses
dois macronutrientes.

Na dose de 40kg ha* de potassio, a medida
que se elevaram os teores de nitrogénio, a atividade da
enzima redutase do nitrato apresentou uma variacéo
de 8,2 a 14,82umoles NO, h* gmf-! da menor dose até
a dose 6tima (100kg ha*), o que representa um aumento
de 80% na atividade enzimtica em virtude dos
incrementos da adubacéo nitrogenada (Figura 1).

Tabela 1 - Andlise de variancia da atividade da enzima nitrato
redutase em milho cultivado sob diferentes niveis de
nitrogénio e potassio.

Fonte G.L. SQ QM F
N 4 243396 60,8490 4,749
K 4 14,8222 3,7055 0,289
Bloco 5 753414 150682 1,176
N x K 16 737,277 46,0798  3507*
Residuo 51 653,406 12,8118

*significativo a 5% pelo teste F

Isso sugere que a enzima possa ter sido
ativada pelo substrato, uma vez que é considerada
como sendo um dos melhores exemplos de enzima
induzida pelo substrato em plantas superiores
(CAMARGOS, 2007).

A partir da dose de 100kg ha, o aumento
no fornecimento de nitrogénio promoveu uma reducéo
da atividade da enzima. Provavelmente, tal
comportamento deva-se ao fato de que, nas doses mais
altas de nitrogénio, a atividade enzimética tenha sido
limitada pela diminuicdo na absorcdo de
micronutrientes.

De acordo com FANCELLI &
TSUMANUMA (2007), doses elevadas de nitrogénio
nosulco da semeadura podem favorecer a acidificagdo
ou alcalinizacdo da rizosfera em funcdo da fonte
empregada, afetando o desempenho das raizes, a vida
no solo e a taxa de absorcao de micronutrientes.

Neste experimento, a fonte de nitrogénio
empregada foi uréia, a qual pode ter causado a
acidificagdo da rizosfera. Segundo VIANA (2010), com
adiminuicdo do pH, o molibdénio torna-se indisponivel
para a planta e, em casos de deficiéncia desse nutriente,
a atividade da nitrato redutase em plantas ndo
leguminosas é reduzida em cerca de 26%. Apesar da
pequena quantidade absorvida pela planta, o
molibdénio exerce papel indispensavel na assimilacao
do nitrato, atuando diretamente em nivel da nitrato
redutase.

Na dosagem de 100kg de nitrogénio ha’, foi
possivel observar que o potassio contribui com 10%
de aumento na atividade enzimética da dose zero para
dose de 40kg ha? (Figura 3). Esse fato pode indicar
que o potassio potencializa a atividade enzimatica. Em
todos os tratamentos, foi observado comportamento
semelhante, evidenciando a participagdo do potassio
na atividade enzima nitrato redutase em plantas jovens
de milho.

Esta influéncia do potéssio sobre a nitrato
redutase pode ser associada ao fato do potéssio
participar da regulagdo da absorcao do nitrato pelasraizes
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
0 autor, parte do malato é transferido ao floema e
acompanhado pelo potassio para ser translocado para
as raizes, local onde sofre a descarboxilagdo. O acido
carbbnico produzido ¢ liberado no meio em troca do
nitrato absorvido, assim controlando a absorcdo do
nitrato. O potéssio recirculado serve como contra-ion
para o transporte de nitrato no xilema até a parte aérea
(MENGEL & KIRKBY, 2001).

Plantas com inadequado suprimento de
potéssio reduzem a eficiéncia do transporte de nitrato
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Figura 1 - Atividade da enzima redutase do nitrato em fungdo das doses de nitrogénio

quando foi fornecido 40kg ha* de potéassio.

para a parte aérea. Isso induz a reducéo do nitrato e
acumulagdo de aminodcidos nas raizes, qualquer sinal
de excesso de nitrato induz uma resposta negativa nas
raizes para cessar a absor¢ao de nitrato, embora o nitrato
possa estar presente na rizosfera da planta (KRAUSS,
2005), de forma que a quantidade de nitrato, substrato

da enzima nitrato redutase, no citoplasma é diminuida.
MARSCHNER (1995) relata a alta probabilidade da
participacao do potassio na ativagdo nitrato redutase.

Em contra partida, como pode ser verificado
na figura 2, o excesso de potassio (160kg ha?) nos
diversos niveis de nitrogénio resultou em redugdo da

Y= 5,697 + 0,00089x - 0,00025x2
R2 = 826 (p=0,044)
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Figura 2 - Atividade da enzima redutase do nitrato em fungdo das doses de nitrogénio
quando foi fornecido 160kg ha* de potéssio.
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Figura 3 - Atividade da enzima redutase do nitrato em funcéo das doses de potéssio
quando foi fornecido 100kg ha* de nitrogénio.
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atividade enzimatica, ndo ultrapassando a 10,0pumoles
NO; htgmfl.

Segundo STROMBERGER et al. (1994), nas
plantas de milho, o potéssio participa em indmeros
processos que envolvem o metabolismo do nitrogénio
na planta, no entanto, o excesso de potassio restringe
a absorcdo de nitrogénio.

Nesse caso, a atividade enzimatica pode ter
sido afetada pelo efeito salino, devido ao excesso no
fornecimento do cloreto de potéssio. Considerada uma
espécie moderadamente sensivel a salinidade, com o
aumento da concentracdo de sais no meio radicular, o
milho sofre redugdo progressiva do crescimento
(FERREIRA et al., 2007). Varios trabalhos reportam os
efeitos deletérios do estresse salino sobre o crescimento
do milho, independentemente da varidvel utilizada para
esta avaliacdo (1ZZO et al., 1991; HASANEEN et al.,
1994; SANEOKA et al., 1995).

Segundo SAGI & LIPS (1998), a enzima
nitrato redutase tem sua sintese afetada por variagdes
no suprimento de nitrogénio e pela salinidade do solo.
Uma das explicagcdes mais aceita para a inibigdo do
crescimento pela condicéo salina do solo é o desvio de
energia do crescimento para a manutencao, isto ¢, a
reducdo na matéria seca pode refletir o custo metabdlico

de energia, associado a adaptacdo a salinidade e
reducdo no ganho de carbono (VIEGAS, 2004).
Provavelmente, o gasto de energia para adaptacéo da
planta a salinidade pode ter interferido na atividade da
enzima nitrato redutase, uma vez que essa enzima utiliza
energia advinda da fotossintese.

ARAGAO et al. (2010), trabalhando com a
assimilacdo do nitrato em feijao-caupi submetido a
salinidade, observaram que o estresse salino provocou
areducdo na atividade da enzima nitrato redutase. Esse
fato tem sido associado a um efeito direto da reducéo
do potencial de &gua do tecido, provocado pela
salinidade sobre a atividade ou pela indugdo da sintese
da redutase do nitrato (RAO & GNANAM, 1990).

A combinacdo das doses de 160kg ha?
potéssio e 200kg hade nitrogénio produziu um efeito
bastante diferente na atividade enzimética. A dose de
160kg ha*de potassio, combinada com as diferentes
doses de nitrogénio, apresenta resultados inferiores a
11,45pumoles NO, ht gmf na atividade da enzima. No
entanto, quando essa dose foi combinada com a maior
dose de nitrogénio, a atividade enzimatica atingiu
valores de até 15,87umoles NO, ht gmf-, o que ndo
encontra explicacdo na literatura.
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CONCLUSAO

A atividade enzimdtica respondeu
significativamente a interacdo nitrogénio x potassio. A
interacdo N=100kg ha*e K=40kg ha*proporcionou 0s
melhores resultados da enzima nitrato redutase,
coincidindo com a adubacdo recomendada para esta
regido. No entanto, doses de nitrogénio acima de 100kg
ha! e de potéassio acima de 40kg ha* podem causar
reducéo na atividade enzima nitrato redutase.
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