EFEITO DO GENOTIPQO DO MILHO
NA ATIVIDADE DA NITROGENASE E DA NITRATO-REDUTASE!'
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RESUMO - Em dois experimentos de campo, estudou-se o efeito do gendtipo do milho na interagio
entre atividade da nitrogenase {Nj-ase) nas raizes e da nitrato-redutase (NR) nas folhas. Confirmou-se
maior nitrogenase na cultivar Piranfo que na UR-1, mas um ciclo de selego para alta fixacio de Ny
nfo teve efeito. Linhagens da UR-] em 54 selecionadas para alta e baixa fixagio de N por outro lado
mostraram diferengas significativas. Em ambos 0s experimentos a atividade da nitrogenase nas raizes
mostrou correlagio altamente significativa (P =0,01) e negativa com o NR nas folhas, mesmo quando
a fonte de variagio foi ¢ gendtipo. O “slope” da regressdo, isto €, a proporgdo do aumento da Nj-ase
com decréscimo do NR variou com a jdade da planta e com o nivel de NO3 no solo. A produgio de
g130s na cultivar Pirando nio foi maior que na UR-I. A aplicagfo de 40 kg N/ha aumentou a produglo,
mas dosagens maiores tiveram pouco efeito. Os resultados indicam que trabalhos de melhoramento
de milho que focalizam aumentos da fixagfo de Ny necessariamente deverdo incluir estudos simulti-

neos da NR para que se possam obter gendtipos que permitam complementagio da fixagdo de N4 com
adubos nitrogenados,

Termos para indexagdo: milho, nitrogénio, fixagdo, nitrato-redutase, gendtipo.

INTERACTIONS OF NITRATE-REDUCTASE
AND NITROGENASE ACTIVITIES IN MAIZE GENOTYPES

ABSTRACTS - In two field experiments the effects of plant genotype on the interaction of
nitrogenase activity (Ny-ase) in roots and nitratereductase activity INR) In leaves were studied.
Higher nitrogenase activities in the cultivar Pirando then in UR-l were confirmed, but one cycle of
massal selection for high Ng-ase was not effective. Lines of UR-l in S, selection for high and low
No-ase, on the other hand, showed significant differences. [n both experiments N o-ase activity In roots
showed negative correlations with NR in leaves, even when plant genotype was the only source of
varianca. The slope of these regressions, that is, the proportion of increase of No-ase with decreasing
NR varied with age of the plant and nitrogen level in soil. The grain yield of both cultivars did not
differ significantly, Nitrogen applications weru significant only at the 40 kg/ha level. The results of the
paper indicate that maize breeding for increased nitrogen fixation should include studies on the
Interactions of nitrate assimilation to permit selection of maize genotypes which permit

complementation of nitrogen fixation with nitrogen fertilizers,
Index terms: maize, nitrogen, fixation, nitrato reductase, genotype.

INTRODUGCAO

A necessidade de aumentar a produgio de ce-
reais, para suprir a falta dos produtos no mercado
mundial, induziu agricultores a usar indiscrimina-
damente fertilizantes nitrogenados minerais para
obtengdo de maior produtividade.

Fertilizantes nas formas amoniacais e nitricas
sio os mais aplicados, principalmente em cereais,
como milho (Zea mays L.). Entretanto, mesmo
que o milho possa, potencialmente, usar todo o
nitrogénio aplicado no solo, a aplicagio de altas
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doses ocasionard perdas considerdveis, durante
o ciclo da cultura, e a eficiéncia de seu aproveita-
mento ¢ apenasem torno de 40% (Delwiche 1977},

A fixagdo biolégica de Ny, em plantas de milho,
ocorre através de associagio de bactérias fixadoras
de Ny com as rafzes da planta, notadamente por
Azospirillum spp. (Biillow et al. 1975, Biillow &
Dobereiner 1975, Silva & Ddbereiner 1978,
Hegazi & Vlassak 1977, Pereira et al. 1978,
Magalhdes et al. 1979). Estudos recentes (Baldani
& Dobereiner 1979) mostram ainda especificidade
hospedeira em milhe, trigo e arroz, confirmando a
importincia de Azospirillum spp. na fixa¢do biold-
gica de Ny em cereais e estreitas interrelagdes bac-
téria/planta. Ao contririo do trige ¢ arroz, que sio
infectados pelo grupo A. brasiliense nir, as raizes
do milho parecem ser preferencialmente infectadas
por A. lipoferum (Baldani & Dobereiner 1979).

O método indireto de avaliagio da fixagio de
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nitrogénio pela redugio de acetileno (Dillworth
1966) tem sido usado como medida comparativa
em rafzes extrafdas do solo (Dobereiner 1978).
Infelizmente, nio h4, ainda, métode melhor de
andlise quantitativa. Atividades da Nj-ase, varian-
do desde 100 a 7.124 nmoles CoHy/h/g raiz, apés
a préincubagio de 16 a 18 horas, foram obtidas
em variedades e linhagens de milho cultivados no
campo (Barber et al, 1978, Billlow & Débereiner
1975, Biillow et al. 1976). Esses dados evidenciam
a capacidade que possuem, certos genétipos, na fi-
xagio de Ny, apesar das limitag¢Ses que o método
empregado apresenta.

Linhagens de milho, selecionadas para alta ativi-
dade de Nj-ase, apresentaram significante intera-
¢io com vdrios niveis de fertilizantes nitrogenados
{Billow 1978). D&bereiner (1978) realga que
estudos da interagdo entre fertilizantes minerais
nitrogenados, com a atividade da Nj-ase, sdo,
agronomicamente, importantes. Mesmo pequenas
contribui¢des da fixagio bioldgica de Ny tornam-
-s¢ televantes quando complementadas com fertili-
zantes nitrogenados. Neyra et al. (1976), traba-
lhando com os pardmetros da NR ¢ Ng-ase, eviden-
ciam a possibilidade de interagdo dessas duas enzi-
mas na incorporagdo de nitrogénio is plantas, pela
flutuagdo da atividade da NR e Njp-ase durante o
cdclo da cultura, e Pereira et al. (1978) observaram
gue o milho pode beneficiar-se, simultaneamente,
da fixagdo biolégica de Ny e da assimilagio de
NO3" com baixos niveis de N no solo.

Estudos objetivando selecionar plantas para
uma melhor utilizagio de nitrogénio, seja pela fixa-
¢io biolbgica, seja pela assimilagio de N mineral,
baseados na existéncia de diferengas genotipicas,
mostraram resultados promissores (Billow &
Débereiner 1975, Beauchamp et al. 1976, Boyat &
Robin 1977, Billow 1978),

O presente trabalho apresenta resultados de
dois experimentos que apdiam e ampliam aqueles
sobre as interagSes das enzimas nitrogenase ¢ nitra-
toredutase em diferentes genétipos, durante dife-
rentes estdgios fisiolégicos do milho.

MATERIAL E METODOS
Experimento 1
Cultivares de milho braquiftico Cv. Piranio e
UR-1, originais (Co) e selecionadas para alta ativi-
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dade Nj-ase apés o primeiro ciclo de selegio (Cy),
foram plantadas no verdo 76/77 em planossolo da
séric Agrostologia, no campo experimental da
UFRRJ. A adubacio bisica consistiu de 37 kg
Pfha como superfosfato simples, 25 kg K/ha, como
cloreto de potdssio, ¢ 1 t/ha de calcirio dolomfti-
co. Os niveis de Nitrogénio {0, 40, 80, 120 kg/ha)
foram aplicados na forma de (NH;)250,, parcela-
dos, e nas seguintes épocas:

1, Nivel 0 - Testemunha.

2. Nivel 40 - 20 kg no plantio +20 kg aos 40
dias. :

3. Nivel 80 - 20 kg no plantio + 20 kg aos 20
dias +20 kg aos 40 dias + 20 kg aos 60 dias.

4. Nivel 120 - 40 kg no plantio +80 kg aos 40
dias,

O esquema experimental foi um fatorial 4 x 4,
com cinco repetigdes, dispostas em blocos ao aca-
s0; as parcelas tinham 17,28 m?, com quatro filei-
ras/parcela, sendo que para determinagio da nitrato-
qedutase, utilizaram-se apenas trés repetiges.

Nas €pocas de floragio e enchimento dos grios,
foram selecionadas duas plantas representativas e
em estagio fisioldgico semelhante, de cada parcela.
Retiraram-se as duas primeiras folhas completa-
mente expandidas, por planta, que foram coloca-
das em gelo, para determinagfo de nitrato-reduta-
se, no laboratéric. A nitratoredutase foi determi-
nada pelo método in vitro (Klepper et al. 1971,
Neyra & Hageman 1974). Rodelas de 0,5 ¢m de
didmetro das folhas foram pesadas (200 mg) e
colocadas em 5 ml de meio de incubagio conten-
do: KHPO4 0,1 M (pH 7,5), NO3 0,1 M, 0,05%
Neutronix, 1% propanol. O meio com as folhas foi
incubado a 30°C, durante uma hora, em cimara
escura. Determinouse a atividade de NR pela
quantidade de NOj3 presente em alfquotas de
0,2 ml, tomadas no tempo zero ¢ no final de incu-
bagdo, quando colocadas em 2 ml da solugio de
11 (v/v) de 0,02% N-1 naftiletileno-diamina e 1%
sulfanilamida em 1,5 M HCL. Completou-se o volu-
me para 4 ml com 4gua destilada, e, apds quinze
minutos, determinou-se a absorvéncia a 540 nm.
Rafzes dessas mesmas plantas {aproximadamente
0,5 g peso seco) e das duas repetigdes adicionais
foram extraidas e colocadas em recipientes
(300 ml) contendo dgua deionizada, e transporta-
das para o laboratdrio para determinag¢io da ativi-
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dade da Nj-ase. A dgua foi substituida por nitrogé-
nio em estado gasoso, ¢ os vidros foram fechados
hermeticamente, adicionando-se 2% (v/v) de 0s.
As raizes foram pré-incubadas por um perfodo de
16 horas, a 30°C, antes da injegdo de acetileno
(CoH»3) para determinagdo da atividade da nitroge-
nase.

Apés a predincubagio, injetou-se 10% (v/v)
C,H,, deixando as rafzes expostas ao gds por duas
horas, a 30°C. Em seguida, determinou-se a ativi-
dade da nitrogenase, quantificando, por croma-
tografia gasosa, o CoHy formado pela redugdo de
CpHjy. Foi utilizado um cromatdgrafo de gis
{Perkin Elmer F-11), equipado com coluna de
Poropak N, de 2 m x 3 m, a 110°C.

A atividade da Nj-ase foi correlacionada com
a atividade da NR durante as fases de floragio e
enchimento dos grios.

Experimento 2

Linhagens de milho em S5, origindrias da culti-
var UR-L, selecionadas para alta e baixa atividade
nitrogenase, foram plantadas no verio 77/78,
em solo podzélico vermelho-amarelo, da série
Itaguaf, no campo experimental da EMBRAPA.
A adubagdo bdsica consistiu de 37 kg P/ha como
superfosfato simples, 25 kg K/ha como cloreto de
potdssio, e 1 t/ha de calcirio dolomiftico.

Foram utilizadas doze linhagens de milho - sen-
do que seis delas provinham de sele¢io para alta
atividade da nitrogenase, e as outras seis, de
selegdo para baixa atividade da nitrogenase -, e dois
niveis de nitrogénio {20 e 80 kg N/ha). O esquema
experimental foi o de blocos ao acaso, com duas
repeti¢cBes. As parcelas eram formadas por uma
Gnica fileira para cada linhagem. Fez-se o parcela-
mento do nitrogénio, aplicando-se 20 kg no plan-
tio (em todos os tratamentos) e 20 kg N/ha na se-
mana anterior a cada coleta, na forma de nitrocdl-
dio,

A metodologia aplicada para determinagio da
nitrogenase e nitratoredutase foi a mesma utiliza-
da no experimento anterior, variando somente as
épocas das coletas: estigio vegetativo (40 dias),
emissfo do penddo floral (60 dias), embonecamen-
to (70 dias).

A atividade da Np-ase e NR foi correlacionada
nas épocas de emissdo do pendio floral e do embo-
necamento.

167

RESULTADOS E DISCUSSAD

No primeiro experimento, foram observadas
duas cultivares com uma selegio massal feita para
alta fixagio de Nj, com quatro niveis de N mine-
ral. Os resultados apresentados na Fig. 1 confir-
mam maior atividade de nitrogenase na cultivar
Piranio, especialmente durante o enchimento dos
graos.

Uma s6 selegdo {ciclo 1), entretanto, nio
parece ter sido sufidente para modificar a ativi-
dade da nitrogenase. Durante a época da flora-
¢d0,a aplicagio de 40 kg de N ja reduziu a ativi-
dade da nitrogenase, e a de 80 kg impediu-a quase
que completamente. Devido 4 aplicagio parcelada
dos niveis de N, ndo é provdvel que tenha havido
lixiviagio considerdvel deste adubo. Mesmo assim,
a atividade da nitrogenase durante a época do
enchimento dos grios, época mais importante no
que se refere i necessidade de N, a fixagdo de Ny
nio foi reduzida mesmo com 80 kg de N, princi-
palmente na cultivar Pirando, que, em todos os
niveis de N, mostrou maior atividade de Ny-ase
que a cultivar UR-l. Independentemente dos
niveis de N aplicado, a Ny-ase, no enchimento dos
grios, foi mais alta que na floragdo, e a atividade
da nitratoredutase foi mais baixa (Fig. 2 e Tabe-
la 1}. Como era de esperar, a adubagdo nitrogenada
aumentou a atividade da nitratoredutase in vitro,
isto ¢, potendial, indicando que o sistema enzimi-
tico NR ajustou-se ao maior fornecimento de N.
Entretanto, nio mostrou as diferengas observadas
entre cultivares na atividade da Np-ase. A interagdo
entre estas duas enzimas pode ser melhor observa-
da na regressdo apresentada na Fig. 3. Em ambas as
épocas foram obtidas regressdes altamente signifi-
cativas e negativas, mas a diminui¢do da NR-enzi-
ma responsivel pela assimilagio do N nitrico do
solo - foi menor com aumento da nitrogenase, indi-
cando que é possivel manter niveis razodveis de
NR, que atuam simultaneamente com a Noy-ase,
principalmente durante o enchimento dos grios.
Nesta época, um aumento de seis vezes da ativida-
de da Nj-ase corresponde a uma perda de apenas
metade da atividade do NR;ji durante a floragio
o efeito na NR, foi quatro vezes maior, e, nesta
época, a complementagio das duas fontes de N
mineral e biolégico parece mais dificil.
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FIG. 1. Efeite de niveis de adubagdo nitrogenada na atividade da nitrogenase de duas cultivares de mi-
Iha (LUR-! ¢ Piran&o) e dois ciclos de selegdo massal para alta atividade de N-ase (CO e C‘I"
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FIG. 2. Efeito de niveis de adubagio nitrogenada na atividade da nitrato-redutase de duas cultivares de
milho (UR-l e Pirando} e dois ciclos da sele¢io massal para alta atividade de N g'3%8 (Co [} C1 )
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TABELA 1. Andlise de variincia dos dados apresentados nasFig. 1 e 2+

Nitrogenase Nitrato-redutase

Valores da F
Floragio Enchimento grios Floragdo Enchimento grios

Cultivares 0,486 2,78+ 1.14 0,65
Niveisda N 3,33* 2,25 3.26* 6,08%
Cultivares x Niveis de N 0,44 0,32 043 0,50
D.M.S. (5%} Cultivares - 134,50 . -
D.M.S. (5%) Niveisde N 105,2 . 113 074
C.V. (%) 117.3 526 255 340

»
Devido 2 grande variagfo na primeira colheita, a anélise foi efetuada separadamenta para as duas épo-
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FIG, 3, Correlaglo das atividades da nitrogenase nas rafzes e nitrato-redutase nas folhas em duas culti-
vares de milho (UR- e Piranio) e dois ciclos de seleg§o massal pars alta atividade de N2~ase

(Coecii.

Os resultados apresentados na Fig. 4 nio mos-
traram diferenga entre cultivares na produgio de
grdos, mas houve diferengas significativas para
niveis de adubos nitrogenados (Tabela 2). Na culti-
var Pirando, a aplicagio de 40 kg N/ha deu uma
produgic equivalente 3 de 80 e 120 kg N/ha, en-
quanto na cultivar UR-1 (Co), 0 melhor nivel foi o
de 80 kg N/ha. J4 a aplicagio de 120 kg N/ha,
diminui a produgio da cultivar Piranio para
um ciclo de selegio.

No segundo expetimento, tentouse isolar o
efeito do nitrogénio mineral e observar melhor
o efeito do gendtipo do milho. Em vez de sele-
¢do, foram usadas linhagens em Sp, selecionadas
para alta e baixa atividade da nitrogenase, que fo-
ram comparadas em apenas dois niveis de N. Na
Fig. 5, observa-se novamente confirmado o efeito
do genétipo do milho na atividade da nitrogenase
e NR. O efeito na Ny-ase é muito maior que as di-
ferengas na NR. Infelizmente, devido & condicio
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FIG. 4. Efeito de niveis de adubos nitrogenados na produ-
¢do de sementes {t/ha} de duas cultivares de mi-
tho {UR- e Pirando} em dois ciclos de selecdo
massal para alta atividade de No-ase (Cp € Cql.

TABELA 2. Anilise de varidncia dos dados apresentados

na Fig. 4.
Valores de F Produgdo sementes
Cultivares 0,61
Niveis da N 4,64+
Cultivares x Niveisda N 0,60
D.M.S, (5%) Niveis de N 0,87
C.V. (%) 26,30

*Significativo ao nivel de 5%,

climitica, nio foi possivel fazer observagio duran-
te o, periodo do enchimento dos grios, época esta
considerada mais importante no primeiro experi-
mento. Mas, neste experimento, o efeito do N foi
relativamente menor que o do gendtipo, visto que
a NR dobrou, com a aplicagio de N mineral. Isto
indica novas possibilidades de trabalhos fitotécni-
cos que visem a complementar as duas atividades.
Para estudos especificos do efeito do genétipo, a
correlagio entre NR e Noy-ase foi calculado separa-
damente, para as parcelas, com e sem N mineral
(Fig. 6). Nas parcelas adubadas, obteve-se uma
regressio significativa e negativa, confirmando
a interdependéncia da atividade dessas duas enzi-
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mas, mesmo isolado o efeito da adubagdo nitroge-
nada. Na auséncia de adubagio nitrogenada, entre-
tanto, nio houve correlagio entre as duas enzimas
(Fig. 6).

Tendo sido demonstrade que o Azospirillum
possui uma nitrato-redutase muito ativa (Neyra
& Berkum 1977), pode-se pensar na possibilidade
de redugio de nitrato nas raizes de milho, nos ge-
nétipos mais favoraveis i fixagdo de Ny, pela facili-
dade de infestagdo com Azospirillum. Se hd redu-
¢io de nitrato nas rafzes mais infectadas, a NR nas
folhas ficard reduzida, sem prejufzo para a assimi-
lagio de NO3. Uma outra possibilidade seria a
maior ou menor capacidade de extrair N do salo,
sendo que os gendtipos capazes de maior assimila-
¢io de N fixariam menos Ny, devido is altas con-
centragSes de NO3 na raiz.

Os resultados apresentados reforgam ainda mais
as observagBes de Biillow & Daobereiner (1975) e
Biillow {1978) quanto 4 capacidade que possuem
certos gendtipos de milho, de serem mais eficientes
na fixagio de Nq. Resultados obtidos com trigo,
artoz e Paspalum, mostraram, também, a grande
variagio entre gendtipos (Ddbereiner 1970,
Rinaudo et al. 1975, Nery 1977), apoiando ainda
mais a idéia de que a exploragio do potencial des-
sas plantas poderd ser de grande importincia para
a agricultura mundial. Por outro lado, a NR foi
sugerida como um critério bioquimico para a
selegio de gendtipos de plantas (Hageman et al.
1967), tendo sido mostradas diferengas significati-
vas entre diferentes gendtipos de milho, sorgo e

_trigo (Eck & Hageman 1974, Brunetti & Hage-

man 1976, Boyat & Robin 1977, Pal et al. 1976).

Assim sendo, os resultados apresentados sugerem
que trabalhos de melhoramento de miltho voltados
para a fixagGo de Nj devem incluir estudos si-
multineos da NR, para que se possam obter gend-
tipos que permitam a complementagdo da fixa-
¢3o de Ny com adubos nitrogenados. Essa selegdo
de gendtipos de milho, baseada na eficiéncia da
Ng-ase ¢ NR, é um aspecto importante, visto gue
as condigdes tropicais favorecem bastante o meta-
bolismo fotossintético dessas enzimas. Porém, a
exploragio do potencial dessas plantas dependerd
de melhor conhecimento de certos caracteres fisio-
18gicos que podem interferir na obtengdo de resul-
tados positivos relacionados 4 produgio.
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Os dados sfo do segundo experimento, feito
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FIG. 5. Efeitos de dois niveis de adubos nitrogenados na atividade da nitrogenase & nitrato-redutase em linhagens da cul-
tivar UR-1 em S, selecionadas para slta 8 baixa atividacde de nitrogenase.

TABELA 3. Anilise de variincia dos dados apresentados na Fig. 5.

Valores de F Nitrogenase * Nitrato-redutase
Linhagens 5,02 441
Niveis de N 3,25 183,02 ™
Epoca 10,21+ 43,89+
Linhagens x Nfveis de N 0,62 1,76
Linhagem x Epoca 321% 1,31
Niveis de N x Epoca 2,67 31.83™
Linhagem x Niveis de N x Epoca 0,69 0.43
D.M.S. (5%) Linhagens 1174 0,513
D.M.S, (5%) Nivelsde N - 0,209
D.MS. (5%) Epoca 47,9 0,256
D.M.S. (6%) Linhagem x Epoca 166,1 -
D.M.S, {5%) Nivels de N x Epoca . 0,362
C.V. (%) 55,9 264

.Valores de F, calculados somente com dados das épocas de pendSo floral {60 dias) e embonecamento

(70 dias).
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PENDAD FLCRAL (60 disth

LINHAGENS AN-20 kg N/ha
LINHAGENS AN-BO kg N/ha
LINHAGENS BN-20 kg N/ha
LINHAGENS BN-BO kg N/ha

00

EMBONECAMENTO (70 dias)

J.I.BALDANI et al.

Dy dadot sfo do segqundo expsrimento,
realizado no verfa T1/78, e reprasentam
médim de sais linhagens, com duas repeticSes.
Os coeficiantas de correlagio foram;

a. Emissio da pandia florsl {60 dias}:
r=0305 (¥ = 3,09 - 261 x} para 80
kg N/ ha
r= 9,190 {¥ = 127 + 00013 x} pars
20 kg N/ha

T b. Embonecamento {70 dias}:
a r= D606 (Y =497 -273 x ] para
BO kg N/ha
r o= 0081 (Y=172 + 000026 xi
10 para 20 kg Nfha
A O3 nid nos poNtas raspecti-

3
a2

vamenta:

128 - Linhagem alta stividads N3-ase

- 1 s 7 812 - Linhagem baixa atividade Nz-ase.
S
Q
z
3 .
£ T
3 84 o
z 2 . 2 )
] ] 9 8 3 o ]
£~ ] L=
I ag
s = a4 12 s
11 12448 " 3 4g ] a
0 01 0.2 0.3 04 o 0.3 02 0.3 04 05 06 0y

Nz-sie lu ol CgHg/h x g raiz saca}

FIG. 6. Correlagio das atividades da nitrogenase nas ralzes @ nitrato-redutase nas folhas, em linhagens
da cultivar UR-t em 82, selecionadas para alta e baixa atividade de nitrogenase,
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