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EFEITO DA ADUBAGAO NITROGENADA E DA INOCULACAO y
COM BACTERIAS DIAZOTROFICAS NO COMPORTAMENTO BIOQUIMICO
DA CULTIVAR DE MILHO NITROFLINT".

ALTAIR TOLEDO MACHADO, LADASLAV SODEK?, JOHANNA DOBEREINER ¢ VERONICA MASSENA REIS*

. RESUMO - Com o objetivo de verificar o efeito da adubagio nitrogenada e da inoculago de bactérias -

- diazotroficas no comportamento genético e bioquimico da cultivar de milho (Zea mays L.} Nitroflint,
foram realizados dois experimentos; o primeiro no campo ¢ o segundo em casa de vegetago. O deline-
amento experimental foi de blocos ao acaso com trés repeticdes e dois fatores de avaliagio: inoculagdo

- de bactérias diazotréficas (com ¢ sem) ¢ adubago nitrogenada (100 kg/ha de N e 10 kg/ha de N). No
primeiro experimento, os caracteres avaliados foram: produgao de grios, nitrogénio total acumuladona
planta (parte aérea) e no grio, atividade das enzimas nitrato redutase € glutamina sintetase. No segundo,
avaliou-se o peso da planta (peso fresco) e a atividade das enzimas glutamina sintetase pelo método da
transferase e sintetase, e nitrato redutase, determinada na folha e na raiz. Também foi realizada a
contagem das bactérias diazotrdficas na parte aérea € na raiz em trés meios de cultivo: LGl (semi-
-seletivo para Azospirillum amazonense), INFb (Herbaspirillum spp.} e NFb (Azospirillum spp.). Os

- resultados do primeiro experimento mostraram efeito da adubagdo nitrogenada no nitrogénio total e
produgio de grios. No segundo experimento houve efeito da adubagao em todos os caracteres avaliados
¢ ainoculaglio apresentou efeito na atividade da enzima glutamina sintetase na raiz a partir da reagio da

- transferase. Houve correlagio da atividade da glutamina sintetase na raiz com o crescimento bacteriano
no meio LGI. : ' o :

Termos para indexaglo: Zea mays, absorgao de nitrogénio, utilizaglio de nitrogénio, glutamina sintetase;
nitrato redutase.

EVALUATION OF NITROGEN FERTILIZER AND INOCULATION WITH DIAZOTROPHIC -
'BACTERIA ON THE BIOCHEMICAL BEHAVIOR OF THE MAIZE CULTIVAR NITROFLINT |

ABSTRACT - The evaluation of nitrogen fertilizer and inoculation with diazotrophic bacteria on the
genetic and biochemical behavior of the maize (Zea mays L.) cultivar Nitroflint were performed in two
experiments, one in the field and the other in greenhouse, The experimental set up consisted of a
randomized blocks design with three replications and two evaluation factors, inoculation (or not) with
diazotrophic bacteria and nitrogen fertilizer levels (100 kg/ha of N and 10 kg/ha of N). In the field
experiment the following parameters were measured: grain production, total plant nitrogen (above
ground), grain nitrogen and activities of the enzymes nitrate reductase and glutamine synthetase. In the
second experiment (greenhouse), fresh weight of the plant, glutamine synthetase (transferase and
synthetase) and nitrate reductase activities were determined for both Ieaf and root tissue. A bacterial
count was made in three media, denominated LGI (semi-selective for Azospirillum amazonense), INFb .
(Herbaspirillum spp.) and NFb (4zospirillum spp.) for the shoot and the root. Results of the field

experiment showed an effect of N fertilizer on total N and grain production. The second experiment

(greenhouse) showed an effect of N fertilizer on all parameters measured and inoculation was effective
on glutamine synthetase activity of the root by transferase reaction. A correlation was obtained be-

tween root glutamine synthetase activity and bacterial growth in LGL : o -

Index terms: Zea mays, uptake of nitrogen, utilization of nitrogen, glutamine syntetase, nitrate reduc-
tase. ' : : ’ : o '
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INTRODUCAO

- O'milho(Zea mays L..) € uma das culturas de maior
importéncia no pafs, nZo sé pela extensio da 4rea
cultivada, mas por sua diversidade de utilizagio, em
que se destacam a alimentagdo animal e humana, e
por seus reflexos s6cio-econdmicos.

-. O nitrogénio (N) representa pape! fundamental
por sua atuagio decisiva no metabolismo das plan-
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tas, anMente na sintese de prote'[nds."Cdnsidé- : :
rado o nutriente mais importante tanto no incremen- -
to da produgfio de grios como na elevaglio do teor -

protéico destes, é também o elemento que mais one-
ra a cultura. Estima-se que os fertilizantes

nitrogenados representem 75% dos custos, o que

corresponde a 40% do custo total da produgdo da
cultura. Além disso, os fertilizantes nitrogenados sio

agricolas (Machado & Magnavaca, 1991).’ .
Assim, a otimizagdo da produtividade de grios
depende, entre outros fatores, da eficiéncia de cana-
lizag3o de C e N para o gréio e da transformagfio des-
ses elementos em compostos de reserva. Aumentar
a eficiéncia por meio da manipulagfio desses proces-

. sos pode ser um meio de melhorar a produtividade -
no future. No momento, ainda € necessario conhe-

cer melhor os mecanismos genéticos ¢ bioquimicos
de tais processos (Sodek, 1989). Entretanto, os cami-
nhos para se obter gen6tipos eficientes na utilizagio
do N s#o bastante complexos, pois o metabolismo
do N ¢ influenciado por diversos fatores ambientais

(Machado & Magnavaca, 1991) ¢ parece néo haver - -

divida de que essas condigdes de estresses agem

diretamente sobre a atividade das enzimas do meta- -
bolismo do N e provavelmente com o catabolismo de |

amino4cidos, protefnas ¢ outros compostos

uso do N (Machado et al,, 1992; Machado & Maga-

lhies, 1995; Magalhdes & Machado, 1995).
Bactérias fixadoras de N, do género Azospirillum

(Dobereiner & Day, 1976; Baldani & Disbereiner, 1980)

e Herbaspirillum (Olivares et al., 1996 ) foram isola-

das de folhas, colmos e principalmente de raizes de
diversas gramineas. Vdrios trabalhos foram realiza-
dos usando bactérias fixadoras de N, em mitho, cuja
maioria usou a inoculagio de A, brasiliense (Okon,
1985; Jagnow, 1987; Sarig et al., 1988). Recentemen-
te, Salomone & Dibereiner (1996) observaram dife-
rengas significativas na atividade da redutase do ni-
trato em gendtipos de mitho submetidas 4 inoculagio
de uma mistura de estirpes de Azospirillum. O efeito
benéfico da inoculagdo também pode estar relacio-
nado com a estirpe inoculada, em que estirpes isola-
das da mesma planta apresentaram melhores resulta-
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dos em alguns expenmentos (Dbberemer & Baldani,
1982; Reynders & Vlassak 1982; Boddey ¢t al., 1986).

Porém, poucos estudos foram feitos para identificar
os mecanismos da interagio entre essas bactérias ¢

"- as enzimas do metabolismo de N em milho. Sem di-

vida, esse também é um caminho a ser seguido com

" grande potencial para se obter genétipos de milho
- eficientes na absorgfo e utilizag%o do nitrogénio.
a maior fonte de poluigio ambiental dos sistemas

* O presente trabalho teve por objetivos conhecer
o comportamento das enzimas glutamina sintetase e
nitrato redutase ¢ a contribui¢dio de bactérias

" diazotréficas no genétipo de milho Nitroflint, em alto

e baixo nivel de adubaglio nitrogenada, e verificar a

_ possivel contribuigfo desses parimetros de avalia-

¢do0 em programas de selegfo genética que visam a

maior eficiéncia na absorgdio e utilizag3o do nitrogé-
nio. ‘ N . “ .“-. . .
MATERIALEMETODOS

Neste estudo foi utilizada a variedade dénominada

Nitroflint, que sofreu trés ciclos de sclegdo massal ¢ um

ciclo de selegio entre e dentro de familias de irmios

germanos para cficiéncia no uso do nitrogénio. E uma vari-

edade de graos duros ¢ semiduros, alaranjados, com segre-
gagio para branco e predominio dos germoplasmas cateto,

__cto ¢ duros do caribe, formado a partir de 36 populagdes

. da América Central ¢ América do Sul,

nitrogenados, Assim, o incremento da atividade de ..

enzimas do metabolismo do N pode ser importante -

em programas de sele¢3o que visam a eficiéncia no . " uhlizac >
ao acaso com trés repeti¢des e dois fatores de avaliagdo, .

. inoculag3o de bactérias diazotréficas (com ¢ sem) e aduba-

- ¢4o nitrogenada (alto e baixo nivel de N). O primeiro en-

- saio foi instalado no campo experimental da“Embrapa-

A variedade Nitroflint foi avaliada em dois experimen-

" tos, 0 primeiro no campo ¢ o segundo em casa de vegeta-

¢Ao. O delincamento experimental utilizado foi o de blocos

-CNPAB, em um solo Podzélico Vermelho-Amarelo
distréfico série Itagual, no ano agricola de 1994, A parcela
experimental foi constituida de uma fileira de 2,5 metros,
espagadas entre si por um metro. Apds o desbaste, o stand
final foi de 12 plantas/parcela e cada repetigdo foi consti-
tufda de quatro parcelas, com tratamentos diferenciados,
naseguinte ordem: 1) inoculago de uma mistura de bacté-
rias diazotréficas e baixo nivel de adubagio nitrogenada
{10 kg N/ha); 2) inoculagiio e alto nivel de adubagido
nitrogenada (100 kg N/ha); 3) sem mocula;ao e baixo nivel
de adubagZio nitrogenada; 4) sem inoculagZo e alto nivel de
adubag’io nitrogenada. O ensaio foi uniformizado com adu-
bagdo de fésforo e potéssio, segundo as recomendagdes
para o Estado do Rio de Janeiro (Almeidact al., 1988) e de
acordo com a anilise do solo efetuada; Utilizou-se uréia



EFEITO DA ADUBACAO NITROGENADA

como fonte de N, aplicada em duas épocas nas parcelas
com alto nivel de N (1/3 no plantio ¢ 2/3 aos 45 dias apds
o plantio), e em uma época nas parcelas com baixo nivel de
N (todo no plantio). A inoculago foi realizada no plantio,
colocando-se 0,5 grama de inoculante por semente.

Foram anotados os seguintes caracteres: 1) nimero de
plantas (anotados para corre¢o de stand); 2) peso de grios,
transformados em toneladas por hectare; 3) percentagem
de umidade dos grios; 4) atividade das enzimas nitrato
redutase e glutamina sintetase (umolt/h/g tecido fresco); e
5) N total da planta e dos grios (kg N/ha).

A determinag3o da atividade enzimética foi realizada
aos 60 dias apés o plantio na parte central da folha supe-
rior € oposta 4 inser¢lo da espiga superior. Apés a colheita
¢ secagem do material foi determinado o N total da planta
¢ dos griios, utilizando-se amostras de § plantas por par-
cela.

O segundo experimento foi realizado em casa de vege-
tagio no Departamento de Fisiologia Vegetal da Unicamp
em 1995. Adotaram-se os mesmos procedimentos realiza.
dos no primeiro experimento (parcelas experimentais com
quatro tratamentos conforme descrito anteriormente, blo-
cos ao acaso ¢ trés repetigdes). As plantas foram crescidas
cm vasos de 5 litros com vermiculita, onde foram cultiva-
das inicialmente 10 plantas por vaso da variedade
Nitroflint, A inoculagio foi efetuada no plantio, colocan-
do-se 0,5 gramas de inoculante por semente, Apds 12 dias
do plantio, foi feito o desbaste, permanecendo 4 plantas
sadias por vaso ¢ a seguir foi iniciada a irrigagdio com solu-
¢3o nutritiva, Foram aplicados 250 mL de solugio duas
vezes por semana, ¢ diariamente, os pratos sob os vasos
foram completados com dgua. A coleta dos dados foi ini-
ciada entre 21 €25 dias apds o plantio. Foram anotados os
seguintes caracteres: atividade das enzimas glutamina
sintetase (reagfio da transferase ¢ sintetase) ¢ redutase do
nitrato, peso da matéria fresca e contagem de bactérias
diazotréficas.

Duas solugdes de Hoagland modificadas (pH médio de
5,1 - Hoagland & Amon, 1951) foram usadas para dois
regimes de N (100% NO, ¢ 10% NO,). A partir do prepa-
ro de solugdes estoque, foram feitas duas solugdes diluidas
1:1: solugfio I com 100% de N na forma de NO, ¢
soluggo I, com todos os nutrientes menos o nitrogénio.
Nas Tabelas 1 ¢ 2, encontram-s¢ as concentra¢les ¢ as
formas de cada nutriente utilizadas na solugio nutritiva
para os dois regimes de nitrogénio.

Determinagfio do teor e conteddo de nitrogénio

Os teores de N foram obtidos pela digestio por balio
Kjeldahl, destilagao e titulacio, como descrito por Bremner
& Mulvaney (1982), o conteiido de N foi determinado na

963

TABELA 1. Composigiio das solugdes nutritivas I

(100% NQ,) e II (sem N).
Nutriente Solugdo I Solugao II
———————— (mg/L) --emmomemmev
Ca(NO,) . 4H,0 1180 -
KNO, 505 -
KH,PO, 136 136
MgS0, 492 492
K;80, - - 348
CaSO,. 2H,0 - 344
FeSO,. TH,0 24,1 24,1
EDTA 25,1 25,1
H,BO, 2,04 2,04
MnCl,. 4H,0 2,34 2,34
ZnSO,. 7TH,0 0,88 0,88
CuSO,. $H,0 0,20 0,20
Na, MO O,. 2H,0 0,26 0,26

TABELA 2. Concentragiio dos nutrientes utilizados
a partir da solugiio I (100% NO) e 1I

(sem N).
Nutriente Solugdo I Solugiio II
(mg/L)
N-NO, 210,00 0,00
Ca 200,00 180,00
K 234,00 195,00
P 31,00 31,00
Mg ' 48,00 48,00
s 64,00 128,00
Fe . 4,85 4,85
Mn 0,67 0,67
B C 036 0,36
In 0,20 0,20
Cu 0,05 0,05
Mo 0,t1 0,11
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parte aérea € nos grios, a partir do produto de N (%) pelo
peso seco (g), sendo o resultado apresentado em gramas,
feitas as devidas transformagdes de unidades.

Deterrmna;ﬁo da atividade da enzima nitrato redutase

0 método para estimar a atividade da nitrato redutase

. {NR) in vivo foi descrito por Reed et al. (1980). Ele con-
siste em infiltrar o tecido com uma solugio contendo nitra-
to e na subseqiiente dosagem do nitrito produzido na rea-
3o que se difunde para o meio de incubagio. .

Paraa determinago dos ensaios de campo foram corta-
dos pedagos de folhas de cinco plantas competitivas, aci-
mae inverso da espiga superior, local de maior atividade da
NR (Reed etal., 1980). Para o ensaio de casa de vegetagdo
foram cortados pedagos da terceira folha desenvolvida de
cima para baixo. Os pedagos cortados foram de aproxima-
damente 10x 10 mm ¢ apés homogeneizagio ficou-se com
400 mg. O material foi coletado sempre entre 10 ¢ 12
horas, periodo em que as plantas receberam pelo menos 3
horas de sol e aNR j4 tinha atingido sua atividade méxima
(Reed et al., 1980; Lillo, 1984) e cntre 55 ¢ 60 dias apés o
plantio no ensaio de campo ¢ entre 22 ¢ 25 dias nos ensmos
de casa de vegetagio.

Apos a coleta e pesagem do tecido vegetal, ele foi intro-
duzido em recipientes de vidro de 30 mm de difmetro por
60 mm de altura, contendo meio de infiltragio na propor-
¢do de 1:10(p/v). O meio de infiltragdo consistiu de 0, 1M
de tampdo fosfato pH 7,5, 1% de n-propanol ¢ 0,1M de
nitrato de potéssio. Foi introduzido no frasco um suporte
de plastico revestido com tela de nylon para manter os
pedacos de tecidos submersos na solugfio. A seguir, os
frascos foram colocados sob vicuo de aproximadamente
5 mm de merchirio, Decorridos 2 minutos, o ar foi rapida-
mente introduzido ¢ esse procedimento repetido. Apés a
liberagio do vacuo, os frascos foram incubados em banho-

-maria a 32°C e mantidos sob agitago constante. Durante

. areaglo, mantiveram-se os frascos no escuro para evitara
utilizagio do nitrito formado na reagio catalisada pcla
enzima nitrato redutase. ©

Em intervalos de 10 ¢ 40 minutos, foi removida uma
aliquota de 0,2 mL do meio de reagdo ¢ colocada num tubo
. contendo 1,8 mL de dgua destilada, 1,0 mL de 1% (p/v) de

" sulfanilamida em HCI 1,5 N ¢ 1,0 mL de 0,02% (p/v) de .
N+(1-naftil) ctilenodiamino di cloreto. A quantidade denitrito .~

produzida foi determinada colorimetricamente, pela leitu-
ra da absorbincia das solugdes a 540 nm. A quantidade de
nitrito foi calculada utilizando-se uma reta padriio na faixa

de concentragio de 10 a 10! umol de NO,. A atividade

foi referida em micromoles de nitrito formado por hora,

por grama de matéria fresca (pmoles NO," /h/g de MF),
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Determlnacio da atividade da glutamina sintetase . -

A obtencao do tecido foliar para a anélise foi realizada
conforme procedimento da nitrato redutase tanto nas con-
di¢des de campo como nas de casa de vegetagdo. Apés

- homogeneizagio dos tecidos ficou-se com 0,5 g. Esse ma-’

terial foi macerado em graal com pistila (previamente res-
friado) e homogeneizado em meio de extragio 1:10 (p/v), 2
temperatura de 0 a 4°C, em banho de gelo. O material foi
sempre mantido a baixa temperatura (em tomo de 0°C). O
meio de extragio consistiu de 0,1M de tampo imidazol-
-HCl, pH 7.8, acrescido de DTT (ditiotreitol) 1 mM. Uti-
lizou-se 0,3 mL de meio de extragdo por 0,5 g de tecido
verde ou de raizes previamente lavadas em dgua destilada e
enxugadas em papel absorvente. Apés a maceragio com o'
meio de extragdo, o produto final foi filtrado em gaze, em
becker de 50 mL e transferido para tubos de centrifuga
mantidos em caixas de isopor com gelo. O homogeneizado
assim obtido foi centrifugado a 15.000 g durante 15 minu-
tos a 2°C . O sobrenadante foi separado, e aliguotas de’
1 mL foram dessanilizadas em colunas de Sephadex G-25
(1,5 x 12 cm) equilibradas previamente com o tampao de
extragio. A fragio protéica coletada (2 mL) foi utilizada
para avaliagio da atividade enzimitica (método da
sintetase). Para o método da transferase foi retirada aliquota
diretamente do sobrenadante sem passar pela coluna. =

Na avaliag¥o da atividade da glutamina sintetase utili-
zou-s¢ o0 método descrito por Rhodes et al, (1975), A
atividade pode ser medida pela reagiio sintetase dosando-
-s¢ a formagdo de y-glutamil hidroxamato a partir de
glutamato e hidroxilamina (que substitui amﬁma). deacor-
docom areaqﬁo

glulamato + ambma +ATP —— glutamma +ADP,
Mg

Areagio tninsfcrasc, queéo inverso dareagio ‘sintetase‘.
¢ outro modo pelo qual pode ser avaliada a glutamina

- sintetase, Nesta reacao, a enzima é incubada com glutamina

¢ hidroxilamina, dosando-se a formagdo de y-glutamil
hidroxamato:

ADP
glutamms + hidroxilamina — 1-g[utamll hldroxamato + amdnia.
. NaAsO,
M .

O meio de reacglio utilizado para avaliar a atividade da
enzima pela reagéio da sintetase foi 500 mM de glutamato,
60 mM de hidroxilamina, 200 mM de MgSQ,, 80 mM de
ATP ¢ 50 mM de tampao imidazol pH 7,4. Para a reago
datransferase foi utilizado meio de reagfo contendo 65 mM
de glutamina, 17 mM de hidroxilamina, 33 mM de arseniato
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de sédio, 4 mM de MnCl;, 1,7 mM de ADPe 100 mM de
tampdo imidazol, pH 6,8.

Os tubos de reago foram colocados em banho-mana. a
32°C, e areagdo foi iniciada com a adi¢Zo da enzima (0,2 mL),
sendo o volume final de 1 mL. Apds 30 minutos, areagio
foi paralisada colocando-se 1 mL do reagente de Ferguson
& Sims (1971), contendo 0,67 N de HCI, 0,20 de 4cido
tricloroacético e 0,37 M de FeCl,. Com tal procedimento a
reagio foi paralisada e obteve-se a formaglo do composto
responsavel pela coloragio do ensaio. As amostras foram
entio centrifugadas a 1.500 g durante 3 minutos com a
conseqltente remogao das proteinas precipitadas. A seguir
foi avaliada a quantidade de glutamil hidroxamato formada,
em espectrofotdbmetro, usando comprimento de onda de
535 nm para as leituras de absorbancia. O resultado foi
expresso em pmoles do preduto formado por hora € por
grama de tecido, levando-se em considera¢o que 1 pmol
de glutamil hidroxamato nas condigdes dc ensaio mostra
uma absorbéncia de 0,34 (Mori, 1981).

lnoculagio de bacténas dlazotrbﬁcas e contagem dos
mu:roorgamsmos :

- Foram utilizadas 4 estirpes de bactérias diazotréficas.
O inoculante foi preparado usando culturas crescidas por
48 horas em diferentes meios de acordo com a espécie,
LGl (Am76- 4. amazonense); INFb (HS136-
-Herbaspirilium seropedicae) ¢ NFb (882 ¢ CMS22-
-A. lipoferum). A descriglio dos meios ¢ detathada por
Daobereiner et al. (1995). Apds o crescimento, as bactérias
foram centrifugadas a 10 rpm por 10 minutos ¢ cada pellet
foi ressuspendido em 50 mL de meio NFb ¢ misturados. O
inoculante foi preparado com turfa mofda estéri! neutrali-
zada com carbonato de calcio ¢ esterilizada duas vezes a
121°C, em autoclave com intervalo de 24 horas, & propor-
¢30 de 50 mL de cultura para 150 g de turfa. A contagem do
inoculante foi feita até 10%, ocorrendo crescimento acentu-
ado até a diluig3o, .

_. A contagem dos microorganismos naraiz ¢ parte aérca
do milho foi realizado usando o método do nimero mais
provével (Dabereiner et al,, 1995).

Proceduneutos estatfstlcos

Os ensaios foram analisados como blocos a0 acaso com
dois fatores (adubagfio nitrogenada ¢ inocutagio com mls-
tura de bactérias diazotréficas). Os procedimentos esta
tisticos constaram de andlise de varidncia, com aplicagio
do teste F para verificar a significincia com 5 ¢ 1% de
probabilidade. Quanto aos valores médios dos caracteres
estudados foi aplicado o DMS (diferenga minima signifi-
cativa) ¢ também realizado estudo de correlagdo entre al-
guns caracteres de interesse usanda-se oteste T.
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RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Aspecto importante do uso auto-sustentivel do
N refere-se a fixagdo biolégica do nitrogénio.
Dobereiner & Salomone (1995) fizeram uma ampla
revis#io sobre o assunto e indicaram a possibilidade
de se utilizar a fixa¢Zo bioldgica como critério de se-
legdo em genétipos de milho visando 4 eficiénciano
uso de N, e apontaram respostas & inoculagio de
bactérias diazotréficas como sendo o ponto-chave
para esse estudo. O efeito benéfico da inoculagio
tem sido apresentado em diferentes trabalhos
(Dsbereiner & Baldani, 1982; Reynders & Vlassak,
1982; Boddey et al., 1986; Débereiner & Salomone,
1995; Salomone & Débereiner, 1996}, porém, multo
poucos estudos foram feitos para identificar os me-
canismos da interag3o entre essas bactérias com as
enzimas do metabolismodoNe com N acumulado
nos grios e na planta,

Os dados de produgio de grios (PG), conteiido
deé N nos graos (NG) e total da planta (NTP) ¢ ativi-
dade das enzimas glutamina sintetase (GS) e nitrato
redutase (NR) realizados na variedade Nitroflint, no
experimento de campo, sdo apresentados na
Tabela 3. Esse experimento teve dois niveis de adu-
bagZo nitrogenada, 10 e 100 kg/hade N, e tratamen-
tos com e sem inoculagdo de uma mistura de bactéri-
as diazotréficas. Considerando-se a média dos trata-
mentos com e sem inoculagdo, observa-se que a adu-
bagdo nitrogenada teve efeito no Pg, Ng e Nip,
incrementando seus valores. A atividade das enzimas
GS (reagfo da transferase) ¢ NR, dosadas na folha,
nio foram afetadas pela moculacﬁo e adubagﬁo
nitrogenada,

_. Osincrementos de peso e do contetido do N nos
gros mostram que as bactérias podem ter influenci-
ado a variedade Nitrofiint em melhorar o seu sistema
de absorg3o e utilizagio do nitrogénio. Porém, n3o
foi possivel detectar ondé essa contribuigio foi mais
efetiva. Pode-se, de qualquer forma, aventar a hip6-
tese de que essas bactérias influenciaram a ativida-
de das enzimas do metabolismo do N, principalmen-
te no sistemaradicular, permitindo uma maior incor-
porag3o do fon aménio em aminodcidos e também
incrementando o transporte de N para a parte aérea.

Em relagio a0 experimento em casa de vegetag3o,

slo apresentados na Tabela 4 os valores médios da
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matéria fresca (MF) e atividade das enzimas glutamina
sintetase a partir da reago da transferase, dosadas
na folha (GSTF) e naraiz(GSTR), ¢ a partirdareagio
da sintetase dosadas na folha (GSSF) e naraiz(GSSR)
¢ atividade da enzima nitrato redutase dosada na fo-
lha (NR). Os caracteres MF, GSSF, GSSR e NR foram
influenciados pela adubagfio nitrogenada e 0 GSTR
foi influenciado pela adigZo de N apenas no ambien-
te sem inoculagfo. A inoculagiio teve efeito na ativi-
dade da enzima GSTR no ambiente com baixo nfvel
de nitrogénio.

O fato de a inoculago n3o mﬂuencmr a atwndade
da NR deve-se provavelmente a competig3o das bac-
térias com NR por carboidratos provenientes da
fotossintese. Virios trabalhos tém verificado tam-
bém esse fato (Pereiraet al., 1978; Smimoff & Stewart,
1985; Machado etal., 1992). As enzimas GSTF ¢ GSTR
tiveram comportamento diferenciado; a GSTR apre-
sentou valores superiores de atividade, ¢ a
inoculagdo teve efeito significativo nessa enzimano

TABEIA 3 Valores médios de produgao de grios (PG)
em kg/ha, nitrogénio da planta (NP) e do
grio (NG) em kg/ha de N, atividade das
enzimas glutamina sintetase (GS) ¢ ni-
trato redutase {NR) em pmol /hora/gra-
ma de tecido. Ensaio em bloco ao acaso,

" com dois niveis de adubagio nitrogenada
" (10 e 100 kg/ha de N), com e sem
inoculag¢dio de bactérias diazotréficas.

_ Dados médios de trés repeticdes.

AT.MACHADO et al. ".

tratamento com baixo nivel de nitrogénio, Esse com-
portamento indica que as bactérias exerceram algu-
ma influéncia na atividade da GSTR, aumentando-a,
provavelmente em virtude de um incremento da dis~
ponibilidade do fon am6nio. Sabe-se que genétipos
de milho rcspondem diferentemente ao {on aménio,
cuja concentraglio afeta a atividade das enzimas de
assimilagfio de amdnio (Anghinoni et al.,, 1988; Ma-
gathies et al,, 1993; Magalhaes et al., 1995; Sengar &
Srivastava, 1995) ¢ a cultivar Nitroflint é considerada
eficiente na absorgo de amdnio, pois apresenta in-
cremento na atividade da enzima GS quando essa
forma ¢ predominante (Magalhdes et al., 1993). Bac-
térias diazotréficas, por outro lado, podem excretar
amOnio em espagos intracelular das raizes, aumen-
tando conseqfientemente a disponibilidade desse fon
no sistema radicular (Christiansen- Wemger &
Vanderleyden, 1994).

A glutamina sintetase catalisa a reagfo de forma-
¢do de glutamina, a partir de glutamato, NH,* ¢ ATP,

TABELMI. Valores médios de produgiio de massa fres-
ca (MF) em grama/planta e atividade das

: enzimas glutamina sintetase a partir da
reacdio da transferase realizada na folha
(GSTF), ¢ na raiz ( GSTR) e a partir da
reaciio da sintetase na folha (GSF) e na
raiz (GSR) e nitrato redutase (NR) em
pmol/hora/grama de tecido fresco, Ensaio
em blocos ao acaso com dois niveis de
nitrogénio (10 e 100% de N), com ¢ sem
inoculagdio com bactérias diazotréficas.

. Dados médios de trés repetigdes.

Tratamento PG NP NG GS NR Tratamento MF GSTF GSTR GSF GSR NR
Com inoculagdo B ' ) Com inoculagio - .

el0kghadeN  2780b 1602 408% 399 . 128 el0kghade N  1,06b 139ab 181a - 8% 63b . .0,12b
Com inoculagio - ) Com inoculagdo oL
- e 100 kg/ha de N 5790a 21,23ab 9513a . 403 - 195 c100kghadeN 228a 108b 154a 197a 83a I;lSn'
Sem inoculaglo o ’ Sem inoculagdo ‘ ) ¢ . } J ]
¢ 10kghade N 1400b 16806 2236b 456 121 ° c10kghadeN  076b 150a " 112b il6ab $6b  0.26b
Sem inoculaggo : Sem inoculaglo . . .
c100kghadeN ~ 48302 24382 73,738 455 L0 y0niomadeN - 1928 119sb 2062 234a 79 1,07
Média 3700 1966 5803 428 153 1 Media 15 122 173 159 M2 0,65
vy - 2721 1609 2691 12,95 3501 CV(%) ©O1618 12,49 8,16 3138 11,04 4826
DMS (5%) 2010 632 3121 ns  ns DMS (5%) 048 3233 2830 9983 1590 062

Pesq. agropec. bras,, Brasilia, v.33, n.6, p.961-970, jun. 1998



EFEITO DA ADUBAGCAO NITROGENADA

que podem ser provenientes da fixago. Assim pare-
ce haver relag3o positiva entre bactérias fixadoras
de N, e atividade da glutamina sintetase.

- Na Tabela 5 temos o nimero de bactérias cresci-
das em trés diferentes meios de cultura, denomina-
dos LGI (semi-especifico para Azospirillum
amazonense), JNFb (semi especifico para
Herbaspirillum seropedicae) e NFb (semi-especifi-
co para Azospirillum lipoferum), onde verificou-se
que o crescimento de bactérias foi superior nos tra-
tamentos com moculaq:ﬁo, sendo significativamente
superior no meio LGI. O LGI praticamente apresen-
tou crescimento somente nos tratamentos com
inoculagffo, Tais dados indicam que ele foi 0 meio
mais confidve! no estudo dos efeitos da interagio
entre inoculag3o e atmdade de enzimas na varieda-
de Nitroflint.

* Na Tabela 6, temos as correlaqaes dos caracteres
NP, NG, GS, NR e MF contra PG. Esses caracteres
s3o do experimento realizado no campo, com exce-
¢do de MF que ¢ proveniente do experimento em
casa de vegetagdo, incluido para verificar o grau de
relagio entre os dois experimentos. Verifica-se que
NG teve alta correlagio com PG em todos os ambien-
tes, e MF cortelacionou-se com PG nos ambientes
com e sem adubagfo, negativa ¢ positivamente,
respectivamente. Com o incremento da adubagio
nitrogenada, no ambiente sem inoculagio, NG e MF
néo acompanharam na mesma proporgo ¢ aumento
de PG, nfo ocorrendo correlagdo. O cariter GS teve
correlagdo significativa a 1% de probabilidade com

TABELAS. Nimero de bactérias crescidas em trés
diferentes meios de cultura, denomina-
dos: LG (4. amazonense), INFb (Herbaspi-
rillam spp.) e NFb ( Azospirillum spp.) em
nimero de células/mL, realizados na
parte aérea e nas raizes. Ensaio em blocos
40 acaso com trés repetigdes.

Trata- Parte aérea Raiz

mento LGl INFb - - NFb LGI INFb NFb

Com ino- s

culagic' 13x10° 3,1x10° 5,8x10° - 1,8x10' 1,Ix10° 1,Ix10%
Semino- " T Co ' o

culagio 0,00 -, 1,6x10' 14x10* 10x10° 3.8x10° 36x10°

! Inoculagdio de uma mistura de bactérias diazotréficas. -

967

PG, no ambiente sem inoculag3o e com adubagfo. -
Correlagiio entre os meios de crescimento e o0s
caracteres no ambiente com alto nivel de N {100% N)
s8o apresentados na Tabela 7, onde observa-se que
na raiz, com excegdo de GSR, NR ¢ MF, as demais
enzimas tiveram correlagdo negativa com os meios
de crescimento, ¢ essa relaglio pode ter sido inibida
provavelmente pelo incremento da adubagio
nitrogenada, tanto na parte aérea como na raiz. As
correlagdes 'dos meios de crescimento com os
caracteres no ambiente com baixo nivel de N (10%N)
s¥o apresentadas na Tabela 8, onde pode-se verifi-
car que o meio LGI correlacionou-se com GSTR de
forma significativa, tanto na parte aérea como na raiz.
O meio NFb teve correlagZo significativa com MF
nos dois niveis de N, e os meios JNFb e LGI tiveram
correlagdo com MF nos ambientes com alto e baixo
nivel de N, respectivamente. .

. Os dados apresentados no experimento de casa
de vegetagio, apesar de serem preliminares, indicam
a importancia das bactérias do tipo A. amazonense
(crescidas no meio LGI) no incremento da atividade
da glutamina sintetase na raiz. '

Sabe-se que nas regides tropicais as variedades
de milho devem ter uma certa adaptabilidade na aqui-
si¢do de N na forma de aménia (Machado & Maga-

TABELA 6. Correlagiio entre producio de grios (PG)
com os contelidos de nitrogénio total da
planta (NP), e dos griios (NG), e com ativi-
dade das enzimas glutamina sintetase
(GS) a partir da reacfio da transferase e

- mitrato redutase (NR) e massa fresca
{MF), nos quatro tratamentos estudados.

Tratamento NP NG -GS NR MF
Com.inoculacﬁu .

el0kghade N . -0,614 0,999¢* .0,147 0811 -0,996%*
Com inoculagio A

"¢100kghadeN 0,594 0942 0482 0451 0,579
Sem inoculafﬂo ) L B

c10kghadeN 0918 0974* 0,763 0,737 0,994+
Sem inoculaglo

cl00kghade N 0218 0893 0,994**  .0,606 0,264

* Significativoa $% peloteste T.
** Significativo a 1% pelo teste T.
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TABELA 7. Correlaclio entre os meios de crescimen-
to de bactérias denominados NFb
(Azospirillum spp.), LGI (A. amazonense)
e JNFb (Herbaspiritlum spp.) da parte aé-
rea e raiz com atividade das enzimas ni-

trato redutase (NR), glutamina sintetase
a partir da reagio da transferase realiza-
da na folha (GSTF) e na raiz (GSTR), e a
partir da rea¢io da sintetase realizada na
fotha (GSF) e na raiz (GSR) e com a mas-
sa fresca (MF). Tratamento com
inoculacio e 100 kg/lhadeN. ... - - -

Parte aérea NR

GSTF GSF. GSTR" GSR MF -
NFb 0,205 -0267 0453 -0,181 . 0429 - 0;B99**
LGL 0,141 0,183 0,152 0270 0572 0482
INFb . 0434 0377 0517 029 0035 - 0,798
P~ -

NFb 0,242 -0,750 0,250 0,797 0114 0656
LGI 0,178 0322 0453 0250 0608 0,560
INFb 0379 -0683 0,250 -0,683 © 0023 0,694
* Significativo a 5% peloteste T. - | ’

" Significativo a 1% pelo teste T.

TABELA 8. Correlagiio entre os meios de crescimento
de bactérias denominados Nfb
(Azospirillum spp.), LGI (A. amazonense)
e JNFb ( Herbaspirillum spp.) da parte

" aérea e raiz com atividade das enzimas
nitrato redutase (NR), glutamina
sintetase a partir da reagiio da transferase
realizada na folha (GSTF) ¢ na raiz
(GSTR), e a partir da reagiio da sintetase

“na folha (GSF) e na raiz (GSR) e com a
massa fresca (MF). Tratamento com
inoculagoe 10 kg/hadeN, '

Parteaérea _NR GSTF GSF . GSTR GSR  MF
NFb 0,770 0,446 0,580 0,617 0,398 0.874f
LGt . -0,496 . -0375\0,533 0,779 0352 0,790
INFb 0,501 0722 0,394 0652 0094 0722
Raiz ‘ . .

NFb 0201 0,330 -0,852* 0,298 -D,269 0411
LGI 0,631 0,603 0446  0834*% . 0341 0,727
INFb 0256 0,560 -0,676 0,461 0,220 0494 .

* Significativo a 5% pelo teste T.
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lhies, 1995), tolerincia a pH baixo (Machado &
Magnavaca, 1991), além de tolerfincia a outros tipos
de estresse, pois essas situagdes prevalecem em
solos tropicais sujeitos a freqlientes estresses
biéticos e abidticos. Conseqlientemente, ¢ de se su-
por que as bactérias diazotréficas eficientes nos
mecanismos de fixa¢o de nitrogénio em milho po-
dem ter adaptabilidade a pH baixo e ser tolerantes a
aménia (Lin etal., 1989). A absorgo de N pelas plan-
tas de milho na forma de aménia e a produgio de
aménia pelas bactérias, fazem com que o ambiente
externo da planta (solo e rizosfera) e interno (espago
inter e intramembranas) tenham um pH mais baixo. A
variedade Nitroflint apresenta mecanismo eficiente
na absor¢io de amdnia (Magalhies et al,, 1993; Ma-

. chado & Magalhdes, 1995), e a bactéria 4. amazo-

nense tem capacidade de atuar em uma faixa larga de
pH (inclusive baixo) (Dobereiner et al., 1995).
Este trabalho indica que h4 correlago positiva
entre bactérias do tipo 4. amazonense e atividade da
enzima glutamina sintetase, principalmenté na raiz.

* Essa interag3o pode, no futuro, auxiliar na sele¢io

de genétipos de milho com alta eficiéncia de absor-
¢doou ﬁxag:ao biolégica do rutrogemo '

CONCLUSOES

1. H4 efeito da inoculaglio de bactérias
diazotréficas na atividade da glutamina sintetase na
raiz. .
2. A atividade da glutamma sintetase correlaciona
de forma positiva com o cresc1mento bactenano no

meioLGL . .

3. Interagdo bacténa € atmdade da enzima
glutamina sintetase (reagdo da transferase) dosada
na raiz pode, no futuro, auxiliar na selegio de
gen6tipos de milho com alta eficiéncia de absorgio
ou fixagZo de nitrogénio.

REFERENCIAS

ALMEIDA, D.L. de; SANTOS G.de A.; DE-POLLI, H
CUNHA, L H.; FREIRE, L.R.; AMARAL SOBRI-
- NHO, N.M.B. do; PEREIRA, N.N.C.; EIRA, P.A.
da; BLOISE, R.M.; SALEK, R.C. Manual de adu-



EFEITO DA ADUBACAO NITROGENADA

ba¢lio para o Estado do Rio de Janeiro. Itaguaf:
" Editora Universidade Rural, 1988, 179p. (Colego
Universidade Rural. Série Ciéncias Agrérias, 2).

ANGHINONI, I; MAGALHAES, J.R.; BARBER, S.A.
Enzyme activity, nitrogen uptake and corn growth
-as affected by ammonium concentration in soil
solution. Journal of Plant Nutrition, New York,
v.11,n.2,p.131-144, 1988

BALDANI, V.L.D.; DOBEREINER, J. Host plant
specificity in the infection of cereals with
Azospirillum spp. Soil Biology and Biochemistry,
Oxford v.12,p.433-439, 1980 ’

BODDEY RM BALDANI VLD BALDAN] LL;
DOBERE[NER J. Effect of inoculation of
. ‘Azospirillum spp. on nitrogen accumulation by field-
-grown wheat, Plant and Soil, Dordrecht, v.95,
p.109-121, 1986.

BREMNER,J M.; MULVANEY C.S. Nitrogen total. In:
PAGE, A.L.; MILLER,R.H,; KEENEY, D.R. (Eds.).
Methods of soil analysis: Part 2, Chemical and
Microbiological Properties. Madison: American
Society of Agonomy/Soil Science Socmy of Amcnca,
1982. p.595-624.

CHRISTIAN SEN-WENIGER, C.; VANDERLEYDEN, J.,

* Ammonium-excreting Azospirillum sp. become

~ intracellulary established in maize (Zea mays L.)

* paranodules. Biology and Fertility ofSolls, Berlin,
v.17,p.1-8, 1994,

DOBEREINER, J,; DAY, L. M. Associative symbiosis in

" tropical grasses: Characterization of microorganisms -

- 'and dinitrogen fixing sites, In: NEWTON, W.E;
" "NYMAN, C.1. (Eds.). Nitrogen Fixation. Pullman:
Washington State Univ., 1976. v.2, p.518-538.

DOBEREINER, J.; BALDANI, J.I. Bases cientificas para
uma agricultura biolégica. Ciéncia ¢ Cultura, Rio
de Janeiro, v.34, p.869-881, 1982,

DOBEREINER, J.; BALDANI, V.L.D.; BALDANI, J.L

- Como isolar ¢ identificar bactérias diazotréficas

de plantas nio leguminosas. Brasilia: Embrapa-
-SPI; Itaguai: Embrapa-CNPAB, 1995. 60p.

DOBEREINER, J.; SALOMONE, LG. de. Biological
dinitrogen fixation in maize, In: SIMPOSIO INTER-
NACIONAL SOBRE ESTRESSE AMBIENTAL:
o milho em perspectiva. 1992, Belo Horizonte.
Anals... Sete Lagoas; Embrapa-CNPMS, 1995,
p.282-294,

969

FERGUSON, A.R.; SIMS, A.P. A inactivation in vivo of
glutamine synthetase and NAD-specific glutamate
dehydrogenase, its role in the regulation of glutamine
synthesis in yeats. Journal of General
Mlcroblology, Cambrldgc v.69, p 423-427 1971,

HOAGLAND DR ARNON DI The water culture
method for growing plants without soil. Berkely,
CA: Univ, of California, 1951, p.1-32 (California
‘Agriculture Experiment Station, Circular, 347).

. JAGNOW, G. Inoculation of cereal crops and forage grasses

with N-fixing rhizosphere bacteria: Possible causes
_of success and failure with regard to yield response.
A review, Zeitschrift fuer Pflanzenernachrung
- und Bodenkunde, New York, v.150, p.361-368,
1987.

LILLO, C. Diurnal variation of nitrite reductase, glutamine
synthetase, - glutamate . synthase, alanine
aminotransferase and aspartate aminotransferase in
barley leaves. Physiologia Plantarum Copcnhagen
v6l p-214-218,1984. )

LIN,C. J JANE, S. Y. KUO HY. Thc eﬂ'ect of moculanon
. maize seed with free-living N fixing bacteria on the
growth and yield of maize. Journal of Agricultural
Research of China, Taiwan, v.38, n.4, p.395-404,
1989

' MACHADO AT, MAGALHAES J R. Mclhoramento

de milho para uso eficiente de nitrogénio sob condi-
- gdes de estresse. In: SIMPOSIO INTERNACIO-
NAL SOBRE ESTRESSE AMBIENTAL: O milho
em perspectiva. 1992, Belo Horizonte, Anais... Sete
Lagoas: Embrapa-CNPMS, 1995, p.321 -342.

MACHADO, A.T.;, MAGALHAES, JR.
MAGNAVACA, R.; SILVA, M.R. Determinagao da
atividade de enzimas envolvidas no metabolismo do
nitrogénio em diferentes genétipos de milho. Revis-
ta Brasileira de Fisiologia Vegetal, Vigosa, v.4,
n.2, p.45-47, 1992.

MACHADQ, A.T.; MAGNAVACA, R. Estresse Am-
biental: o miltho em perspectiva. Rio de Janeiro:
AS-PTA, 1991. 47p.

MAGALHAES, J.R.; HUBER, D.M.; TSAI C.Y.
- Influence of the form of nitrogen on ammonium,
aminoacids and N-assimilating enzyme activity in
maize genotypes. Journal of Plant Nutrition, New
York, v.18,n.4, p.747-763, 1995.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.33, n.6, p.961-970, jun, 1998



970

MAGALHAES, J.R.; MACHADO, A.T. Biochemical
parameters selecting maize for nitrogen assimilation
efficiency under stress conditions. In: SIMPOSIO
INTERNACIONAL SOBRE ESTRESSE
AMBIENTAL: o milho em perspectiva. 1992, Belo
~ Horizonte. Anais... Sete Lagoas: Embrapa-CNPMS
" 1995. p.345-367.

MAGALHAES, JR.; MACHADO, A.T.; FERNANDES,
M.S.; SILVEIRA, J.A.G. Nitrogen assimilation
efficiency in maize genotypes under ammonia stress.
Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, Vigosa,
v.5,n.2, p.163-166, 1993,

MORI, T.E.S. Metabolismo do nitrogénio durante a
fase do desenvolvimento reprodutivo da soja,
Campinas: UNICAMP, Biologia Vegetal, 1981. 94p,
Tese de Mestrado.

OKON, Y. Azospirillum as a potential inoculant for
agriculture. Trends in Biotechnology, Essex, v.3,
p223-228 1985.

OLIVARES F. L BALDANI V.L. D RE]S V.M,
BALDANI, JI DOBEREINER, J. Occurrence of
- endophytic tic diazotrophs' Herbaspirillum spp. in
‘roots, stems, and leaves, predominantly of
" Gramineae. Biology and Fertlllty of Sods, Berlin,
‘v.21,p.197-200, 1996. ' :

PEREIRA, A.A.; BULOW, L.F.W. Von; NEYRA, CA.

Atividade de nitrogenase, nitrato redutase e acumu-

lag3o de nitrogénio em milho braquitico, Zea mays L.

~ {cv. Piran3o) em dois niveis de adubagio nitrogenada.

- Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, Campi-
nas, v.2, p.28-33, 1978.

REED, A.J; BELOW, F.E; HAGEMAN, R.H. Grain
. protein accumulation and the relationship between

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.33, n.6, p.961-970, jun. 1998

A.T. MACHADO et al. .

leaf nitrate reductase and proteases activities during
grain development in maize (Zea mays L.). Plant
- Physiology, Rockville, v.66, p.1179-1183, 1980,

REYNDERS, L.; VLASSAK, K. Use of Azospirillum
brasilense as biofertilizer in intensive wheat cropping.
Plant and Soil, Dordrecht, v.66, p.217-223, 1982:

RHODES, D.; RENDON, GA STEWART G.R. The
control of glutarnine synthetase level in Lemma minor
L. Pianta, Berlin, v.125, p.201-211, 1975.

SALOMONE,IG dc DC)BEREINER,J Maize genotype
effects on the response to Azospirillum inoculation.
Biology and Fertility of Sonls. Berlm V. 21 n. 3
p. 193 196. 1996.

SARIG, S.; BLUM, A; OKON Y lmprovcment of the
water status and yield of ficld-grown grain sorghum
(Sorghum bicolor) by inoculation with Azospirillum
brasilense. Journal of Agrichltural Science,
Cambndge v.110,p.271-277, 1988.

SENGAR, R.S; SRIVASTAVA, H. S Effcct of ammomum
salt on enzymes of ammonium assimilation in maize
" seedlings. Biologia Plantarum, Prague, v.37, n4,
p-533-539, 1995. -

SMIRNOFF, N.; STEWART, G.R. Nitrate assimilation
and translocation by higher plants: comparative
physiology and ecological consequences.
Physiologia Plantarum, Copenhagen, v.64, p.133-
-140, 1985.

SODEK, L. Mecanismos bioquimicos de enchimento de

graos em leguminosas. In: REUNIAO BRASILEI-

‘RA DE FISIOLOGIA VEGETAL, 2., 1989,

Piracicaba. Anais... Piracicaba: SBFV/ESALQ, 1989.
p.115-121.



