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SILVA, Sueli Maria da. Atividade da enzima redutase do nitrato em milho
cultivado sob diferentes niveis de nitrogénio e potassio. Jatai: UFG, 2008
(Dissertacdo — Mestrado — Agronomia — Producao Vegetal)

RESUMO - O milho, em funcdo de seu uso na alimentacao humana e animal, e de
um elevado potencial produtivo, constitui-se num dos mais importantes cereais
cultivados e comercializados no mundo. No entanto, para altas produtividades é
necessario o suprimento de nutrientes em adequada propor¢dao. O nitrogénio e o
potassio sdo os nutrientes absorvidos em maior proporcdo, com inumeras funcdes
nas atividades fisioldégicas da cultura. O objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito
das diferentes doses de potassio e nitrogénio na atividade da enzima redutase do
nitrato na cultura de milho em casa de vegetacdo. Foram utilizadas cinco doses de
nitrogénio (0; 50; 100; 150 e 200 kg ha') e cinco doses de potassio (0; 40; 80; 120 e
160 kg ha™). A atividade da enzima foi estimada “in vivo” ap6s as plantas atingirem
quatro folhas totalmente desdobradas. Utilizou - se o método que se baseia no
principio de que a quantidade de nitrito liberada por fragmentos de tecidos vivos num
tampé&o na presenga de uma agente permanente e do substrato, reflete a atividade
potencial da enzima. A atividade da enzima nitrato redutase sofreu influéncia
significativa da interagdo das doses de nitrogénio e potassio, onde a interacao N =
100 kg ha™' e k = 40 kg ha™ proporcionou as melhores médias do experimento. A
partir dessa dose, o aumento no fornecimento tanto de nitrogénio quanto de potassio

promoveu reducéo da atividade enzimatica.

Palavras-chave: Zea mays L.; Nitrogénio; Potassio; Enzima redutase do nitrato



Activity of the enzyme reductase of the nitrate in corn cultivated under different

levels of nitrogen and potassium

SUMMARY:

The corn, in function of its use in the human feeding, animal, and high
productive potential, it's considered to be one of the most important cultivated and
commercialized cereals in the world. However, for high productivities it is necessary
the supply of nutrients in appropriate proportion. The nitrogen and the potassium are
the absorbed nutrients in larger proportion, with countless functions in the physiologic
activities of the culture. The aim of this work was to value the effect of different
potassium doses and nitrogen in the activity of the enzyme reductase of the nitrate in
the corn culture in a greenhouse environment. Five dosages of nitrogen (0; 50; 100;
150 and 200 kg ha™) and five potassium dosages (0; 40; 80; 120 and 160 kg ha™)
were used. The activity of the nitrate reductase was esteemed, "in vivo" after the
plants reach four leaves totally unfolded. The method that was used is based on the
begin the amount of nitrito liberated by fragments of alive tissue in a buffer in a
permanent agent's presence and of the substratum, it reflects the potential activity of
the enzyme nitrate reductase “in situ”. The activity of the enzyme nitrate reductase
suffered significant influence of the interaction of the dosages of nitrogen and
potassium, where the interaction N = 100 kg ha™ and k = 40 kg ha™ it provided the
medium best of the experiment. From this dosage on, the increase of the of nitrogen
as of potassium supplement it caused a reduction of the enzymatic activity.

KEY WORDS: Zea mays L; Nitrogen; Potassium; Enzyme redutase of the nitrato



1- INTRODUGAO

O milho é uma cultura de grande e diversificada utilizacdo na sociedade
moderna e um dos produtos agricolas de mais ampla distribuicdo mundial, tanto na
produgcdo, quanto no consumo. Constitui hoje uma das principais espécies de
plantas econémicas em cultivo no pais.

Para obtencdo de altas produtividades € de fundamental importancia o
suprimento de nutrientes e a adequada proporcao entre eles. A disponibilidade do
nitrogénio é um dos fatores mais relevantes, pois se apresenta como o nutriente de
maior impacto na produc¢ao e na qualidade deste cereal.

O nitrogénio € o nutriente absorvido em maiores quantidades pela cultura do
milho, com inumeras fungdes nas suas atividades fisioldégicas. Aléem do efeito
positivo sobre a producao de graos, interfere em diversas outras caracteristicas da
planta, relacionadas ao crescimento e desenvolvimento, as quais, direta ou
indiretamente, afetam a produtividade da cultura (Melgar et al., 1991).

Apbs o nitrogénio, o potassio € 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 graos e no numero de
graos por espiga. Apesar de nao fazer parte de nenhum composto dentro da planta,
€ muito importante em inumeros processos bioquimicos (Mengel & Kirkby, 2001).

A via de assimilacdo do nitrogénio € um processo vital que controla o
crescimento e o desenvolvimento das plantas e tem efeitos marcantes sobre a
produtividade final das culturas (Lam et al., 1996). Embora a maior parte do
nitrogénio seja absorvida pelas plantas na forma de nitrato, para que possa ser
utilizado é necesséario que seja reduzido a amodnia, e entdo incorporado em
composto organico. A conversao do nitrato a amoénia € constituida por varias etapas,
sendo uma delas a reducao do nitrato a nitrito, que é dependente da atividade da
enzima redutase do nitrato, e a conversdo de nitrito a amédnia, pela redutase do
nitrito (Meguro & Magalhaes, 1987).

A redutase do nitrato € primeira enzima atuante na rota de assimilagdo e

incorporacdo de nitrogénio inorgadnico em moléculas organicas complexas,



assumindo, funcao de extrema importancia no metabolismo vegetal, sendo a etapa
limitante nesse processo (Donato et al., 2004).

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



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Nitrogénio e potassio na planta

O nitrogénio é o nutriente exigido em maior quantidade pela cultura do milho,
sendo o que mais freqlientemente limita a produtividade de grdos. E considerado um
dos maiores fatores de producdo responsaveis pelo aumento da produtividade
(Araujo et al., 2004).

E reconhecida a importancia do nitrogénio quanto as suas fungdes no
metabolismo das plantas, participando como constituinte de proteinas, coenzimas,
acidos nucléicos, citrocromo, clorofila, pigmentos e produtos secundarios (Ferreira,
et al., 2007). Na planta, quase todo o nitrogénio se encontra na forma organica,
representadas em  maior propor¢cdo por aminoacidos e  proteinas.
Conseqglentemente, é indispensavel para a producdo de cereais de alta qualidade
(Malavolta et al., 1997).

No milho a disponibilidade de nitrogénio, entre outros fatores, é fundamental
para a determinacdo dos seguintes componentes: rendimento de grdos, numero de
espigas por area, numero de graos por espigas, teor de proteina nos graos e massa
de graos (Melgar et al.,, 1991). Além disso, a deficiéncia de nitrogénio pode
comprometer os processos de crescimento e reproducdo das plantas (Pottker &
Roman, 1998).

E necessario um melhor conhecimento dos processos envolvidos na
incorporacdo e transformacdo do nitrogénio na planta para que se possa
desenvolver estratégias que aumentem sua eficiéncia de utilizagao pelas culturas,
que no caso do milho, raramente ultrapassa 50% do nitrogénio aplicado (Cantarella
& Duarte, 2004).

Dentre os elementos fornecidos pelo solo, o potassio é o segundo
macronutriente em teor contido nas plantas, destacando assim, a necessidade de
monitoramento desse elemento em varias partes da planta (Viana, 2007).

Para um 6timo crescimento, os teores adequados situam-se entre 2 a 5% do

peso seco, dependendo de cada espécie, do estadio de desenvolvimento e do 6rgao



da planta. O nutriente apresenta alta mobilidade na planta, tanto entre células, como
entre tecidos e também entre diferentes partes das plantas, via xilema e floema. E
muito comum que o potassio seja redistribuido de folhas velhas para folhas novas
(Mengel & Kirby, 1978).

O potassio tem fungdes reguladoras muito importantes, sendo necessario
para ativar pelo menos sessenta enzimas. Esta Ligado também ao processo
fotossintético em varios niveis, participa da sintese do ATP, afeta a taxa de
assimilacao do di6xido de carbono e a manutencao do turgor das células — guarda
(Wendling, 2005).

E importante ainda nos processos que controlam o uso de agua pela planta. E
0 mais importante soluto inorganico que & osmoticamente ativo, sendo significante
no crescimento e na extensdo celular. Plantas adequadamente supridas com
potassio tém menor necessidade de agua e menor perda de agua por causa da
reduzida taxa de transpiracdo, € acao deste nutriente como agente osmético no
mecanismo de abertura e fechamento de estématos. Isto resulta em maior eficiéncia
de uso da agua pela cultura de milho (Bull,1993).

Na cultura do milho, o potassio apresenta grande impacto na qualidade e
produtividade. As respostas do milho ao potassio sdo caracterizadas em geral, pela
precocidade do aparecimento da inflorescéncia feminina, uniformidade de
maturacao, maior peso de graos, resisténcia do colmo e reducao do acamamento.
Niveis inadequados de potassio ocasionam espigas palhentas e flexiveis, severo
indice de aborto no topo da espiga, resultando em baixas produ¢cdes e em menor
peso de graos (Bull, 1993).
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2.2 - Relacao nitrogénio: potassio

A resposta de uma cultura ao potassio depende, em grande parte, do nivel
em que se encontra a nutricdo nitrogenada. Assim, quanto maior o suprimento de
nitrogénio, maior o aumento de produtividade devido ao potassio, de modo que a
possibilidade de interagdo desses dois nutrientes € reconhecida ha muito tempo
(Rosolem, 2005).

Trabalhando com a cultura do milho, Loué (1978) relata que o balanco de
doses de nitrogénio e de potassio é importante desde os estadios iniciais de
desenvolvimento da cultura. Altos teores de nitrogénio com baixos teores de
potassio, por exemplo, favorecem o acamamento. A interagdo desses nutrientes
também influi nos aspectos qualitativos, como conteldo de proteina, qualidade da
silagem e massa de graos.

Tem sido verificado que o potassio esta envolvido na fase final do
metabolismo do nitrogénio. Entretanto, Ruan et al., (1998) relatam que o potassio
estd envolvido no inicio dos processos metabdlicos do nitrogénio, como
incorporacao do nitrogénio mineral e especialmente na redutase do nitrato.

As interacbes podem ser responsaveis por significantes mudancas na
disponibilidade de nutrientes. Elas podem influenciar a funcao dos ions e o
desenvolvimento fisiol6gico das plantas. A compreensao destas interacoes poderia
ajudar a melhorar as producdes, as recomendacdes de adubacdo e a aumentar a
eficiéncia dos fertilizantes. Isto € especialmente importante para aqueles solos que
requerem, nao s6 potassio, mas também, nitrogénio, fésforo, magnésio, célcio, e

zinco para se obter producdes econémicas maximas das culturas.
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2.3 - A assimilagédo do nitrogénio pelas plantas

Segundo Yamada (1996) o nitrato € a principal forma de nitrogénio absorvido
pelas plantas. Ao ser absorvido pelas raizes pode entdo ser reduzido ou
armazenado nos vacuolos, ou translocado para a parte aérea, onde sera reduzido
ou armazenado nos vacuolos foliares.

A reducdo do nitrato a nitrito ocorre no citossol catalisado pela enzima
redutase do nitrato usando NADH como agente redutor, o nitrito produzido adentra
aos plastideos nas raizes ou cloroplastos em folhas, sendo reduzido a aménia por
acao da enzima redutase do nitrito, usando ferredoxina como doador de elétrons
(Lea, 1997).

Subsequentemente a amoénia é fixada na via glutamato sintase/glutamina
sintase (GS/GOGAT) nos aminoacidos, glutamina e glutamato, que por sua vez
servem de substrato para reacdes de transaminacao, para a producao de todos os
outros aminoacidos necessarios a sintese de proteinas (Camargos, 2002).

A assimilagao do nitrogénio € um processo dispendioso energeticamente as
plantas, razdo porque ocorre predominantemente nas folhas centro de sintese de
ATP e agentes redutores - fornecedores de elétrons (Netto, 2005). O processo de
incorporacdo do nitrogénio compete com a fotossintese por massa e energia,
consumindo 12 ATPs para cada N assimilado pela planta (Blomm et al ., 1992).

A taxa e a quantidade de nitrogénio assimilado pelas plantas durante o seu
ciclo dependem da atividade das enzimas envolvidas e da disponibilidade de energia
necessaria para os processos de assimilacao (Bredemeier & Mundstock, 2000).

Nas folhas, a energia para as reagcdes de assimilacao do nitrogénio é gerada
nos cloroplastos pela fotossintese, no citosol pela glicélise, e nos mitocéndrios pelo
ciclo do acido tricarboxilico no processo de respiracdo (Oaks & Hirel, 1985).
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2.3.1 - A enzima redutase do nitrato

A enzima redutase do nitrato das plantas superiores é uma flavoproteina
formada por duas subunidades idénticas, com trés grupos prostéticos: a flavina
adenina dinocleotideo (FAD), o grupo heme, um complexo constituido entre o
molibdénio (Mo) e uma molécula organica denominada pterina, razdo porque é,
também, denominada uma molibdopterina (Campbell, 1999).

O NADH liga-se ao FAD de cada subunidade e inicia a transferéncia de dois
elétrons a partir do grupo carboxila terminal (C) até o grupo amino terminal (N). Os
elétrons atravessam o grupo heme e chegam ao complexo molibdénio, onde ocorre
a reducéo do nitrato a nitrito.

A seqgiiéncia de aminoacidos da cadeia polipeptidica da enzima redutase do
nitrato foi identificada mediante a clonagem dessa enzima. Existem, atualmente,
mais de 40 sequéncias da redutase do nitrato que constitui as formas da enzima das
plantas superiores, algas e fungos. A maioria das formas da enzima redutase do
nitrato das plantas utiliza o agente redutor NADH produzido no citossol e ndo o
redutor NADPH formado no cloroplasto (Solomonson & Barber, 1990). Entretanto,
Crawford et al. (2000) afirmam que algumas formas dessa enzima, com dupla
especificidade, podem utilizar tanto o redutor NADPH quanto NADH.

O nitrito produzido pela atividade da redutase do nitrato é toxico para a célula
e para evitar seu acumulo, a expressao e a atividade da redutase do nitrato séo
fortemente reguladas por diversos fatores, como a luz, a concentracdo de nitrato,
carboidratos, disponibilidade de cofatores metalicos (Taiz & Zeiger, 2004).

Segundo Buchanan et al. (2001), a atividade da enzima é regulada pela
fosforilacdo e por uma proteina especifica conhecida como (14-3-3). A completa
inativacdo ocorre quando a forma fosforilada é associada a proteina (14-3-3). A
ativacdo da nitrato redutase ocorre na dissociacdo dessa proteina (14-3-3) assim
como sua desfosforilagéo.

Além disso, a quantidade de glutamina livre e sua incorporagéo em relagao ao
glutamato disponivel sdo metabdlitos que também regulam a capacidade de reducao
do nitrato na planta (Crawford, 1995). Em condi¢cbes de baixo teor de glutamina e

disponibilidade de nitrato a intensidade da redutase do nitrato e a capacidade de
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reducao de nitrogénio aumentam, enquanto que quantidades elevadas de glutamina
diminuem a reducdo do nitrato e decresce a atividade da redutase do nitrato
(feedback). O equilibrio da enzima é determinado pela taxa de sua degradacéao,
assim como, pela taxa de sintese da mesma (Netto, 2005). A meia vida de uma
proteina recém sintetizada é de poucas horas na célula e quando a quantidade de
nitrato diminui o teor da enzima é rapidamente reduzido (Taiz & Zeiger, 2004).

Em condi¢cdes normais de ativacdo e na presenca de luz a sua ativacédo seria
da ordem de 70% a 90% , reduzindo para 10% a 30% no escuro. A luz ndo é um
sinal direto para atividade, pois mesmo sob intensa e continua luminosidade a
redutase do nitrato € inativa quando falta di6xido de carbono, indicando que a
fotossintese é requerida para sua ativacdo (Kaiser & Huber, 2001). A relacao
préxima entre regulacdo da redutase do nitrato e a fotossintese pode ser importante
para evitar o acumulo de nitrito, uma vez que, a reducdo do nitrito utiliza a
ferredoxina reduzida, um produto da fotossintese. Uma abrupta parada ou
diminuicdo da fotossintese poderia gerar acumulo de nitrito se a atividade da
redutase do nitrato ndo fosse regulada (Lillo et al., 2003). Provavelmente os
fotoassimilados exportados para fora dos cloroplastos funcionam como sinalizadores
capazes de ativar a redutase do nitrato.

Cada processo € regulado direta ou indiretamente e a capacidade de reducgéo
do nitrato é controlada em relagao ao nivel metabdlico total da planta, por sensores
e rotas de traducao de sinais (Netto, 2005).
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3- MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido em casa de vegetacdo e a atividade da
enzima redutase do nitrato mensurada no Laborat6rio de Bioquimica, nas dependéncias
da Universidade Federal de Goias - Campus Jatai, nos meses de maio e junho de 2008.
O hibrido 2B587 — Dow Agrosciences foi escolhido para o trabalho. O delineamento
experimental adotado foi em forma de blocos casualizados, em esquema em fatorial 5 x
5, sendo cinco doses de nitrogénio (0; 50; 100; 150 e 200 kg ha™) e cinco doses de
potassio (0; 40; 80; 120 e 160 kg ha™) com seis repeticdes.

O solo utilizado no estudo foi um Latossolo Vermelho distroférrico, coletado em
barranco no préprio Campus, apresentando as seguintes caracteristicas quimicas e
fisicas: pH em &gua : 5,18; H + Al: 3,13; Al: 0,05 cmol. dm™ ; Ca: 0,34 cmol. dm™; Mg:
0,32 cmol, dm™; K: 31,00 mg dm™ ; P: 0,72 mg dm™ ; matéria organica : 14,23 g kg™ ;
argila: 386 g kg™ ; silte: 421 g kg’ e areia : 139 g kg”' . Depois de peneirado o solo
coletado foi seco e homogeneizado, recebendo calagem com calcario filler na
proporcdo de 800 mg kg de solo seco para correcdo e elevacdo da saturagdo de
bases para 60% , conforme recomendacao de Sousa & Lobato (2004). Apés a calagem,
este ficou incubado por 20 dias sendo umedecido constantemente.

O solo foi entdo acondicionado em vasos com capacidade de 5,0 L os quais
receberam adubagdo mineral com fésforo e micronutrientes. O fésforo foi aplicado na
dose de 150 kg ha™' (superfosfato triplo com 41% de P20s).

Os nutrientes nitrogénio forma de uréia (44% de N) e o potassio na forma de
cloreto de potassio (KCI com 60% de K,O) foram aplicados em solugcao (10ml/vaso)
com concentracdes de acordo com cada tratamento, um dia antes da semeadura.

Apés a aplicacao dos nutrientes e das combinacdes das doses de nitrogénio e de
potassio, foi realizada a semeadura utilizando-se cinco sementes por vaso e deixando-

se uma planta por vaso apés o desbaste.
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Somente apds as plantas de milho terem atingido o estadio de desenvolvimento
V4 (aproximadamente 18 dias apds a emergéncia), foi realizado o corte da segunda
folha apds a folha encartuchada.

A atividade da enzima redutase do nitrato foi estimada, ” in vivo”, utilizando - se
o método descrito por Klepper et al. (1971), modificado por Meguro & Magalhaes
(1982), que baseia-se no principio de que a quantidade de nitrito liberada por
fragmentos de tecidos vivos num tamp&o na presenca de uma agente permanente
(propanol) e do substrato (nitrato), reflete a atividade potencial da enzima nitrato
redutase ‘in situ” (Hageman & Reed, 1980). A atividade da enzima é calculada pela
quantidade de nitrito liberado pelos tecidos vegetais na solucao de incubagéo, sendo
expressa em pmoles NO; h™' gmf™ .

O material vegetal foi coletado sempre entre 10 e 12 hs, periodo em que as
plantas receberam pelo menos trés horas de sol e a redutase do nitrato ja tinha atingido
sua maxima atividade (Hageman & Reed, 1980).

Apo6s chegarem ao laboratério as folhas foram lavadas com agua destilada,
secas em papel toalha e em seguida cortadas rapidamente com uma tesoura cirargica
de modo a obter 0,2 g de amostra de matéria fresca.

Amostras em duplicata dos fragmentos de tecidos foliares foram incubados em
frasco de vidro contendo em 5 mL de solucdo tampéao fosfato de potassio (KoHPO4 +
KH.PO4 0,1M), nitrato de potassio (KNOs; 0,25M) 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. Ap6s 60 minutos, foram
retiradas aliquotas de 1,0 mL do meio de reacgéo, as quais foram transferidas para tubos
de ensaio contendo 1,0 mL de n-naftiletiieno diamino bicloridrato 0,01 % (m/v) e 1,0
mL de sulfanilamida 0,1% em &cido cloridrico 3,0 N, para a determinagao colorimétrica
do nitrito. Os tubos foram agitados (agitador tipo vortex) e deixados em repouso por 15
minutos para desenvolvimento da cor. As leituras de densidade éptica foram realizadas
em espectrofotdmetro a 540 nm, sendo a quantidade de nitrito calculada utilizando-se
reta padrao de nitrito de sédio na faixa de 0 a 20 umoles.
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A anadlise da enzima redutase do nitrato foi realizada nos dias 19,20,21,22 e 23
do més de junho de 2008, onde as temperaturas médias foram respectivamente: 18,2;
19,2;18,3; 18,8; 19,6 °C.

Os padroes para confeccao da reta padrao foram preparados com um dia de
antecedéncia.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, quando
significativo ao nivel de 5% a regressao, utilizando o pacote estatistico (SAEG — versao
9.0).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para atividade da enzima nitrato redutase e a analise de
variancia do experimento podem ser observados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: A atividade da enzima redutase do nitrato em funcdo das doses de
nitrogénio e potassio na cultura do milho.

Nitrogénio (kg ha™) Potassio (kg ha')  Atividade nitrato redutase ( *)

0 0 6,96
0 40 10,01
0 80 8,27
0 120 8,81
0 160 4,77
50 0 6,23
50 40 8,71
50 80 9,47
50 120 8,66
50 160 7,82
100 0 13,46
100 40 17,48
100 80 16,92
100 120 8,48
100 160 9,38
150 0 8,17
150 40 14,58
150 80 10,63
150 120 14,97
150 160 8,47
200 0 17,81
200 40 8,10
200 80 7,96
200 120 13,31
200 160 17,11

(*) Micromoles de nitrito por hora por grama de matéria fresca.
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Tabela 2: Analise de varidncia da atividade da enzima redutase do nitrato em
milho cultivado sob diferentes niveis de nitrogénio e potéssio.

Fonte G.L. sQ QM F

N 4 243,396 60,8490 4,749

K 4 14,8222 3,7055 0,289
Bloco 5 75,3414 15,0682 1,176
N x K 16 737,277 46,0798 3,597 *
Residuo 51 653,406 12,8118

* 5% de significancia pelo teste F

CV = 32.81%

Como pode ser observado na Tabela 1, no estadio de desenvolvimento estudado
(V4), os valores para atividade da enzima redutase do nitrato variaram numa magnitude
de 4,7 a 17,8 pmoles NO, h™ gmf™, corroborando com os resultados obtidos por
Majerowicz (2002), que testando a eficiéncia do uso do nitrogénio em milho aos vinte e
um dias ap6s a emergéncia obteve resultados que variaram de 3,8 a 12,7 umoles NO,’
h™' gmf ™.

A andlise de variancia revelou que a atividade da enzima redutase do nitrato
sofreu influéncia apenas da interacdo das doses de nitrogénio e potassio e nao
isoladamente do nitrogénio ou do potassio.

A interacdo nitrogénio x potassio tem sido bastante estudada, e ja € reconhecido
seus efeitos benéficos, proporcionando aumentos significativos na produtividade das
culturas. Provavelmente, tal se deve ao fato de que o metabolismo do nitrogénio requer
adequadas quantidades de potassio no citoplasma (Xu et al., 2002)
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Este comportamento também foi observado na atividade da enzima redutase do
nitrato, onde a interacdo N = 100 kg ha™' e K = 40 kg ha™ proporcionou os melhores
resultados. Foi verificado através da equacao de regressao que a maxima atividade da
enzima redutase do nitrato foi de 18,5 pmoles NO; h™' gmf' (Figura 1) com o

fornecimento da dose 100 kg ha™" de nitrogénio e 40 kg ha™* de potassio.

19 - N = 100 Kg ha™

N = 200 Kg ha™

N = 150 Kg.ha™

Atividade da Nitrato redutase: umol.h”.gmf

4 T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I
-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Doses de Potassio (kg ha)

Figura 1: Atividade da enzima redutase do nitrato em funcao das doses de nitrogénio e

potassio .
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Segundo Lavres-Junior (2001), a adubacdo nitrogenada tem, por muitas vezes,
apresentado respostas produtivas abaixo das esperadas, em virtude de inadequados
niveis de potassio, o que sugere uma relagdo entre a absorcao e o aproveitamento
destes dois macronutrientes.

Farinelli et al. (2003) observaram que a cultura de arroz apresentava boa
producdo sem a aplicacdo de potassio, mas foi necessaria a aplicacdo de 100 kg ha™
de nitrogénio. Por outro lado quando foi fornecido potassio, mesmo em dose tao baixa
como 25 kg ha', a dose étima do fertilizante nitrogenado caiu pela metade em uma
clara demonstracdo da existéncia de interacao.

Na dose de 40 kg ha' de potassio, a medida que se elevou os teores de
nitrogénio, a atividade da enzima redutase do nitrato apresentou uma variagao de 10,1
a 17,48 pmoles NOz h™' gmf "' da menor dose até a dose 6tima (100 kg ha™), o que
representa um aumento de 74% na atividade enzima redutase do nitrato em virtude
dos incrementos da adubagéo nitrogenada.

Isto sugere que a enzima possa ter sido ativada pelo substrato (Figura 2), uma
vez que é considerada como sendo um dos melhores exemplos de enzima induzida
pelo substrato em plantas superiores (Camargos, 2007). Estes resultados corroboram
com os que foram relatados por Santos (1997) em estudo relativo a diagnose nutricional
e as respostas da Braquidria a doses de nitrogénio e enxofre, onde o nitrogénio

estimulou a atividade da enzima redutase do nitrato no primeiro crescimento.
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Figura 2: Atividade da enzima redutase do nitrato em funcao das doses de nitrogénio

quando foi fornecido 40 kg ha™ de potassio.
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A partir da dose de 100 kg ha', o aumento no fornecimento de nitrogénio
promoveu uma redugéo da atividade da enzima. Provavelmente tal comportamento se
deve ao fato de que nas doses mais altas de nitrogénio, a atividade da enzima tenha
sido limitada pela auséncia de outros nutrientes, como o molibdénio. Malavolta &
Moraes (2007), citam que o efeito do excesso de nitrogénio na forma de aménio pode
ser confundido com a modificagdo do pH do meio, inclusive do solo. Esse abaixamento
pode afetar a disponibilidade de outros elementos como fosforo e micronutrientes.
Fancelli & Tsumanuma (2007), relatam que doses elevadas de nitrogénio no sulco da
semeadura podem favorecer a acidificacdo ou alcalinizacdo da rizosfera em fungéao da
fonte empregada, afetando o desempenho das raizes, a vida no solo e a taxa de
absorcao de micronutrientes.

De acordo com Viana (2007), o maior fornecimento do nitrogénio, utilizando
como fonte a uréia, pode promover maior excre¢do de ions H* pelas raizes das plantas
e, consequentemente, ocasionar a diminuicao do pH e a disponibilidade de molibdénio
nessas condigbes. O pH da rizosfera diminui com a absor¢gdo de amoénia (NH4"),
causando exsudacao de prétons (H*) pelas raizes para manter a eletroneutralidade ou o
balanco de cargas dentro da planta. Com a diminuigdo do pH o molibdénio torna-se
indisponivel para a planta, e em casos de deficiéncia desse nutriente a atividade da
redutase do nitrato em plantas ndo leguminosas é reduzida em cerca de 26% (Viana,
2007). Apesar da pequena quantidade absorvida pela planta, o molibdénio exerce papel
indispensavel na assimilagdo do nitrato absorvido pelas plantas, atuando diretamente
ao nivel da redutase do nitrato.

Na melhor dose de nitrogénio (100 kg ha™), foi possivel observar que o potassio
contribui com 30% de aumento na atividade enzimatica da dose zero para dose de 40
kg ha™ (Figura 3). Este fato pode indicar que o potassio potencializa a atividade da
enzima redutase do nitrato. Em todos os tratamentos foi observado comportamento
semelhante, evidenciando a participacdo do potassio na atividade enzimatica da
redutase do nitrato e em plantas jovens de milho. No entanto, esses resultados podem
ter sofrido influéncia das caracteristicas quimicas do solo, que neste caso, apresentava
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uma concentragdo média de potassio (31,00 mg dm™), impossibilitando a verificagao
com maior clareza do potencial do potassio sobre a atividade a enzima redutase do
nitrato, na melhor dose de nitrogénio.

Esta influéncia do potassio sobre a redutase do nitrato pode ser associado ao
fato deste nutriente participar da regulacdo da absorcdo do nitrato pelas raizes das
plantas. De acordo com Krauss (2005), quando o nitrato é reduzido nas folhas, é
formado malato em resposta ao aumento do pH interno do tecido. Parte do malato é
transferido ao floema e acompanhado pelo potassio para ser translocado para as
raizes, local onde sofre a descarboxilacao. O acido carbdnico produzido é liberado no
meio em troca do nitrato absorvido, assim controlando a absorgcéo do nitrato. O potassio
recirculado serve como contra-ion para o transporte de nitrato no xilema até a parte
aérea.

Plantas com inadequado suprimento de potassio reduzem a eficiéncia do
transporte de nitrato para parte aérea. Isto induz a redugéo do nitrato e acumulacao de
aminoacidos nas raizes, uma vez que qualquer sinal de excesso de nitrato, induz uma
resposta negativa nas raizes para cessar absorcao de nitrato, embora o nitrato possa
estar na presente na rizosfera da planta (Krauss, 2005), reduzindo a quantidade de
nitrato no citoplasma, substrato da enzima redutase do nitrato.

Segundo Pretty (1982) a atividade da redutase do nitrato mais baixa na parte
aérea de plantas do que nas raizes, se deve ao importante papel desempenhado pelo
potassio na translocacao do nitrato. Plantas jovens de cevada cultivadas com teor baixo
de potassio, apresentavam baixa acumulacao de nitrato, assim como a atividade da
enzima nitrato redutase (Blevins et al., 1978).

Por outro lado o excesso de potassio (160 kg ha™') nos diversos niveis de
nitrogénio trouxe diminui¢cdo da atividade enzimatica, ndo ultrapassando a 10,0 pmoles
NO, h gmf ™, exceto na interagdo das maiores doses de nitrogénio e potassio, (N=
200 kg ha™ e K = 160 kg ha™) nessa combinacéo atividade da enzima atingiu valores na
ordem de 17,0 pmoles NO; h™' gmf !, as maiores médias registradas no experimento.
Isto pode ser verificado na Figura 4.
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De acordo com Stromberger et al. (1994), nas plantas de milho o potassio
participa de numeros processos que envolvem o nitrogénio na planta. No entanto o
excesso de potassio restringe a absorcao de nitrogénio.

Nesse caso a atividade enzimatica pode ter sido afetada pelo efeito salino devido
ao excesso do fertilizante potassico fornecido na forma de cloreto de potassio.
Considerado uma espécie moderadamente sensivel a salinidade, o milho sofre reducao
progressiva do crescimento, com o0 aumento da concentracado de sais no meio radicular
(Ferreira et al., 2007). Varios trabalhos reportam os efeitos deletérios do estresse salino
sobre o crescimento do milho, independentemente da variavel utilizada para esta
avaliagdo (Totawat & Mehta, 1985; 1zzo et al., 1991; Hasaneen et al., 1994 ; Saneoka et
al., 1995).

Segundo Sagi & Lips (1998) a enzima redutase do nitrato tem sua sintese
afetada por variacbes no suprimento de nitrogénio e pela salinidade do solo. Uma das
explicagées mais aceita para a inibicdo do crescimento pela condi¢cdo salina do solo é o
desvio de energia do crescimento para a manutencao, isto é, a reducao na matéria seca
pode refletir o custo metabdlico de energia, associado a adaptacao a salinidade e
reducédo no ganho de carbono (Viegas, 2004). Provavelmente o gasto de energia para
adaptacao da planta a salinidade pode ter interferido na atividade da enzima redutase
do nitrato, uma vez que, esta enzima utiliza energia advinda da fotossintese e é
fortemente regulada pelo fornecimento de esqueletos carbbnicos para incorporagcéo de
nitrogénio em aminoéacidos. Segundo Epstein & Bloom (2005) um quarto do gasto
energético dos vegetais esta relacionado com as varias reagdes na reducao do nitrato
e incorporacao do N as formas orgénicas.

Camargo et al. (2008) trabalhando com a cultura do sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench) observaram que o estresse salino provocou reducdo na atividade da enzima
redutase do nitrato, este fato tem sido associado a um efeito direto da reducédo do
potencial de agua do tecido, provocado pela salinidade sobre a atividade ou a inducao

da sintese da redutase do nitrato (Rao & Gnanam, 1990).
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A combinacdo das doses de 160 kg ha” potassio e 200 kg ha™' de nitrogénio
produziu um efeito bastante diferente na atividade enziméatica. Na dose de 160 kg ha™
de potassio combinada com as diferentes doses de nitrogénio houve uma drastica
reducao na atividade da enzima, porém quando essa dose foi combinada com a maior
dose de nitrogénio a atividade enzimatica da um salto e atingiu valores de até 17,10
umoles NO, h™ gmf™ , o que ndo encontra explicagdo na literatura.
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CONCLUSAO:

A atividade enzimatica respondeu significativamente a interagdo nitrogénio x
potassio. A interacdo N = 100 kg ha” e K = 40 kg ha™ proporcionaram os melhores
resultados da enzima redutase do nitrato, coincidindo com a adubacao recomendada
para esta regido. O excesso de nitrogénio a partir de 100 kg ha™', e de potassio a partir
de 40 kg ha' podem causar reducédo na atividade enzima redutase do nitrato em solos
que apresentam concentracdes médias de potassio.
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ANEXO 1: RETA PADRAO DE NITRITO

Micromoles de nitrito
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Y= 66532x + 0,1339
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