XXIX CONGRESSO NACIONAL DE MILHO E SORGO - Aguas de Linddia - 26 a 30 de Agosto de 2012

Atividade Enzimatica e sua Relacdo com a Eficiéncia no Uso de Nitrogénio em Milho

Lucimar Rodrigues de Oliveirat, Glauco VieiraMirandg?, Jodo Carlos Cardoso Galvao?,
Débora Santos Caixeta® e italo S. Correia Granato®

Universidade Federal de Vigosa, UFV. VigosaMG. lucimaror@yahoo.com.br, 2 Universidade Federd de
Vicosa, UFV. glaucovmiranda@ufv.br; jgavao@ufv.br, 3 Universidade Federa de Vigosa (UFV).
deborascaixeta@gmail.com

Resumo — O objetivo deste trabalho foi relacionar a atividade das enzimas glutamina sintetase
e nitrato redutase e a eficiéncia no uso de nitrogénio em linhagens de milho. Foram avaliadas
sais linhagens de milho em experimentos de casa de vegetagcdo. Para isto, foram utilizados
vasos com areig, e dois niveis de disponibilidade de nitrogénio (N): alto (10 mM) e baixo (1
mM). As plantas foram colhidas no estédio V6 para determinar as atividades da glutamina
dntetase (GS) e nitrato redutase (NR), e as eficiéncias no uso (EUsN), absorgdo (EADN) e
utilizacdo de nitrogénio (EUtN). As linhagens apresentaram variabilidade para a EUsN tanto
em ata como em baixa disponibilidade de N. De acordo com os resultados, em alto N, maiores
EUsN estdo associadas a maiores EAbN e EUtN. Por outro lado, em baixo N, as maiores
EUsN est8o associadas a maiores médias de EUtN e a maior atividade da NR. As linhagens
apresentaram diferenca significativa para NR somente em baixo N. A atividade da NR est4
relacionadaa EUsN e a EUtN em baixo N.

Palavras-chave: Zea mays, melhoramento, estresse abi6tico, selecéo.
I ntroducéo

O nitrogénio (N) é considerado um dos principais nutrientes que limitam o crescimento,
0 desenvolvimento e a produtividade das culturas. Plantas cultivadas em solos pobres em
nitrogénio tém crescimento retardado e, consequientemente, Nnd0 expressam 0 Seu potencial
produtivo, pois podem ocorrer reducdes significativas na taxa fotossintética, um dos principais
determinantes do crescimento vegetal (Taiz & Zeiger, 2008).

O comportamento diferencia de genétipos em relacdo a disponibilidade de N indica que
h& diferentes mecanismos e genes relacionados a eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN) (Souza
et al., 2008). A deteccéo e a possibilidade de exploracdo de uso das diferencas genotipicas em
milho para a EUN se apresentam como uma das estratégias mais viaveis para contornar o
problema da pouca disponibilidade desse nutriente no solo (Miranda et al., 2005). O uso
eficiente de N pelas plantas esta relacionado a eficiéncia de absor¢do (EAbN), no transporte e
na utilizacdo (EUtN) deste, sendo que estas variam em funcdo do gendtipo e de fatores
ambientais (Marschner, 1995).

Véarias estratégias podem ser consideradas para aumentar a EUN. Uma delas seria 0 uso
de caracteristicas secundarias no processo de selecéo (Miranda et al., 2005). Caracteristicas

como a atividade das enzimas relacionadas a assmilacdo do nitrogénio (NR e GS) (Gallais &
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Hirel, 2004) tém sido usadas para auxiliar na avaliagéo de gendtipos mais EUN.

A existéncia de variabilidade genética para a atividade das enzimas NR e GS é relatada
em alguns estudos, a qual parece ser em funcéo da disponibilidade de nitrogénio no solo e do
gendtipo (Gallais & Hirel, 2004; Ervilhaet a., 2009).

O objetivo deste trabalho foi identificar as relacbes das atividades das enzimas nitrato
redutase e glutamina sintetase com a sdlecdo de linhagens de milho €ficientes no uso de

nitrogénio.

Material e M étodos
Foram avaliadas 6 linhagens de milho provenientes do banco de germoplasma do
programa de melhoramento de milho da Universidade Federa de Vigosa, Programa Milho®,
em casa-de-vegetacdo em marco de 2011. As linhagens avaliadas foram previamente
selecionadas no banco de germoplasma deste mesmo programa, por serem contrastantes na
eficiéncia no uso de nitrogénio.

As sementes foram semeadas em bandejas de isopor e apds a germinagéo e a emergéncia
das plantulas, foi transplantada uma plantula de cada linhagem para vasos cilindricos de PVC
com 4 dm?®. O substrato utilizado foi uma mistura de areia, lavada com &gua deionizada, e
vermiculita, na proporcdo de 1:1. O fornecimento da solucg&o nutritiva foi feito a cada dois dias
a partir do sé&imo dia ap0s a emergéncia das plantulas. A solugdo nutritiva utilizada foi
modificada quanto a concentracdo de N. Foram utilizados dois niveis de N, 1 mM e 10 mM
para baixo e alto N, respectivamente. O experimento foi composto por um fatorial 2 x 6 (dois
nivels de N e 6 genétipos de milho) em blocos inteiramente casualizados com quatro
repeticoes. A unidade experimental foi constituida de um vaso.

As plantas foram colhidas no estédio vegetativo de seis folhas completamente expandidas
(V6). Proximo a coleta das plantas retirou-se a terceira folha completamente desenvolvida de
todas as plantas de cada linhagem, que foram acondicionadas em recipientes com agua e gelo e
levadas a0 laboratério para determinacdo da atividade da nitrato redutase (NR) por meio de
ensaio in vivo (DaMattaet al., 1999). Para andise da atividade da glutamina sintetase (GS) foi
utilizado o método proposto por Elliott (1953).

O materia vegetal, parte aérea e raiz, foram secos em estufa a 70 °C até que a mesma
atingisse massa constante. Foram avaliados 0s seguintes caracteres:. peso seco da parte aérea
(PPA, g parc?), peso total seco (PTS, g parc?), eficiéncia de absorcdo de nitrogénio (EADN,

contetdo de nitrogénio na plantal nitrogénio aplicado), eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio
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(EUtN, peso total seco/ contetido de nitrogénio na planta) e eficiéncia no uso de nitrogénio
(EUsN, peso total seco/ nitrogénio aplicado). As eficiéncias foram obtidas segundo Moll et al.
(1982).

As andlises estatisticas foram redlizadas com o auxilio do Aplicativo Computacional em
Genética e Estatistica— Programa Genes (Cruz, 2006).

Resultados e Discussdo

Na andise conjunta foi verificada existéncia de variabilidade genotipica entre as
linhagens de milho para a eficiéncia na utilizagdo (EUtN) e no uso (EUsSN) de N e para
atividade da nitrato redutase (NR) (Tabela 1). Entretanto, para eficiéncia na absor¢éo de N
(EADbN) e atividade da glutamina sintetase (GS) nédo foi observada variabilidade genotipica
sgnificativa.

O efeito de niveis de nitrogénio (N) significativo (p « 0,01) demonstrou que o uso de
diferentes doses de N para avaliar a resposta de linhagens de milho a adubacéo nitrogenada foi
adequada para reproducdo de estresse abidtico para planta (Tabela 1). A interacdo Linhagens
(L) x niveis de N ndo foi significativa para a EAbN e atividade da enzima glutamina sintetase
(GS).

Para as andlises de variancia individuais, em ambos os niveis de N foi verificada
existéncia de variabilidade genotipica entre as linhagens de milho para EUtN e EUsN (Tabela
2). Entretanto, para EAbN foi observada variabilidade genotipica significativa apenas em ato
N.

A dgnificancia da EAbN e a ndo-significancia para eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio
(EUtN) em dto N mostraram que a EUsN, que € funcdo de EAbN x EUtN, pode ser explicada
pela variagdo da capacidade da planta em absorver N como encontrado também por Gallais e
Hirel (2004) em milho. Com isto, € possivel selecionar gendtipos que possuam maior EUsN
baseado apenas na EADN.

A atividade média da NR e da GS em dto N, ndo apresentaram diferenca significativa
pelo teste t a 5% de probabilidade. A atividade da GS também ndo apresentou diferenca
sgnificativa em baixo N (Tabela 2). Neste sentido, as atividades dessas enzimas ndo foram
eficientes para discriminar as linhagens em ato e baixo N. Resultados semelhantes foram
encontrados por Machado et al (2001), que observaram superioridade na atividade da NR em
ato N em duas variedades de milho, mas que néo foi suficiente paradiferenciar os genotipos.

Houve boa coincidéncia entre as linhagens de milho que apresentaram as maiores médias
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para EUsSN em ato com as que apresentaram as maiores médias em baixo N (Tabela 3). Em
ato N observou-se coincidéncia entre as linhagens que apresentaram maiores médias para
EADN e EUtN com as que tiveram as maiores médias de EUsN. Ja em baixo N, as linhagens
que apresentaram as maiores médias para EUtN  também apresentaram as maiores médias para
EUsN.

Isso mostra que o estudo dos componentes da EUSN sdo importantes na avaliagdo de
gendtipos de milho em condigdes contrastantes, sendo possivel identificar gendtipos superiores
para EUsN através destes componentes para ambiente especifico.

De acordo com os resultados encontrados, em baixo nitrogénio, maiores EUsN est&o
associadas @ EUtN, e também a uma maior atividade da NR . Por outro lado, em ato
nitrogénio, a EUSN esta associada tanto a EAbN como a EUtN.
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Tabela 1 - Resumo da andise de variancia fatorial para eficiéncia na absor¢@o (EAbN), na utilizagdo (EUtN) e
no uso de N (EUsN) e atividade da nitrato redutase (NR, pmoles de NO; h* g* MF) e glutamina sintetase (GS,
umoles de GHD h*' g* MF) avaliados em 6 linhagens de milho em dois niveisde N

Quadrados Médios

Fv GL EADbN EUIN EUsN NR GS
Linhagens (L) 5 0,007™ 7475" 196,1° 017" 3,76™
Niveisde N (N) 1 1,17 20489,3"  10632,3" 567" 73,38”
LxN 5 0,04 733,7" 133,2" 0,10° 1,29™
Residuo 36 0,01 55,4 39,5 0,04 2,94
Média Geral 0,33 52,6 20,3 0,51 10,75
CV o 30,5 14,1 30,8 41,8 15,9

n s Gignificativo a 1%, a 5% de probabilidade e ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente.

Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia individual para eficiéncia na absor¢do (EAbN), na utilizagdo
(EUtN) e no uso de N (EUsN) e atividade das enzimas nitrato redutase (NR, pmoles de NO* g* MF h?) e
glutamina sintetase (GS, pmoles GGH g* MF min™) avaliados em 6 linhagens de milho em dois niveis de N

Quadrados Médios
Alto N
Fv GL EADbN EUIN EUsN NR GS
Linhagens 5 0,003” 18,6™ 36" 0,21™ 2,42
Residuo 18
Média 0,17 31,95 5,49 0,86 11,9
CV o 14,78 6,32 15,00 32,20 14,90
Baixo N
Linhagens 5 0,008™ 1462,6™ 3257 0,06* 2,63™
Residuo 18
Média 0,48 73,28 35,25 0,17 9,52
CV (0 28,72 14,10 25,10 73,93 17,22

" ns Gignificativo a 1%, a 5% de probabilidade e néo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente.
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Tabela 3 — Médias de €ficiéncia na absorgdo (EAbN), na utilizagdo (EUtN) e no uso de N (EUsN) em dto N e
de eficiéncia na utilizacdo (EUtN) e no uso de N (EUsN) e atividade da enzima nitrato redutase (NR, pmoles
de NO* g* MF hY) em baixo N avaiados em seis linhagens de milho

Linhagens AltoN BaixoN

EAbN  EUIN EUsN EUIN EUsN NR
L1 0,12 33,86 4,14 57,78 23,71 0,23
L2 0,18 31,88 5,70 59,65 29,92 0,12
L3 0,17 32,97 5,65 77,34 36,55 0,09
L4 0,16 32,2 5,65 67,84 38,31 0,07
L5 0,17 27,76 4,88 67,41 32,69 0,10
L6 0,21 32,33 7,00 109,64 50,35 0,41
Média 0,17 31,95 5,49 73,28 35,25 0,17
DM S (509 0,03 3,00 1,22 13,35 13,16 0,09
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