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METABOLISMO DO NITROGENIS) ASSOCIADO A DEFICIENCIA HIDRICA
E SUA RECUPERACAO EM GENOTIPOS DE MILHO *

NITROGEN METABOLISM ASSOCIATED TO WATER DEFICIT AND ITS RECOVERY
IN MAIZE GENOTYPES

Vilma Marques Ferreira® Paulo César Magalha€s Frederico Ozanan Machado Durae’s
Luiz Edson Mota de Oliveira® Antonio Alvaro Corsetti Purcino®

RESUMO

O estresse hidrico afeta profundamente o
metabolismo celular vegetal. Neste trabalho, objetivou-se
quartificar os efeitos da deficiéncia hidrica e sua recuperacéo
sobre a atividade das enzimas do metabolismo do nitrogénio:
redutase do nitrato (RN), glutamina sintetase (GS) e glutamato
sintase (GOGAT) e sobre o acumulo de prolina em plantas dos
genoétipos de milho BR 2121 e BR 205. O experimento foi
conduzido em casa de vegetagdo, sob o delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticdébzando-se
vasos que continham 14,3kg de solo. Os tratamentos consistiram
da combinagcdo dos dois genétipos e quatro intervalos entre
irrigacdes (1, 3, 5 e 7 dias). No dia da avaliacédo (49 dias ap6s
emergéncia), os tratamentos com intervalos entre 3 e 7 dias,
haviam sido irrigados no dia anterior, caracterizando-se portanto
como recuperacdo da deficiéncia hidrica leve e severa,
respectivamente. As extracfes e andlises foram realizadas
utilizando-se a terceira folha basipeta completamente expandida.
As atividades das enzimas estudadas ndo diferiram entre os
tratamentos de estresse hidrico, controle e recuperagdo do
estresse moderado, entretanto as plantas sob recuperacdo do
estresse severo apresentaram atividade enzimatica superior a das
plantas controle. O acimulo de prolina livre nas folhas aumentou
com o estresse hidrico e respondeu a recuperagdo do estresse
apresentando reducéo. De modo geral, a atividade enzimatica e o
acumulo de prolina apresentaram respostas inversas dentro dos
tratamentos.

Palavras-chave nitrogénio, estresse hidrico, prolina, Redutase
do nitrato, GS, GOGAT.

SUMMARY

Water stress affects deeply plant cell metabolism.
The objective of this work was to quién the effects of water
deficits and its recovery on the performances of nitrogen
metabolism enzymes: nitrate reductase (NR), glutamine sintethase
(GS) and glutamate sintase (GOGAT) and an accumulation of
proline in maize genotypes BR 2121 and BR 205. The trial was
carried out in greenhouse, by using pots with 14.3kg of soil. The
treatments performed were a combination of two genotypes and
four intervals among irrigation (1, 3, 5 and 7 days). On the day in
which the treatments were evaluated (49 days after emergency),
there was irrigation on the treatments with intervals of 3 and 7
days, therefore those treatments were considered as light and
severe recovery of water deficit, respectively. The extractions and
analysis were performed by taking the third leaf completely
expanded from top to down. The activities of enzymes did not
differ anong water deficit treatments, control and recovery of
severe stress showed higher enzymatic activity than control. The
accumulation of free proline in the leaves increased with deficit
and responded to recovery of water deficit by reducing its
content. In general, the enzimatic activity and the proline
accumulation showed inverse answers within treatments.

Key words: nitrogen, water deficit, proline, nitrate reductase,
GS, GOGAT.

INTRODUGCAO

A assimilagdo do nitrogénio é um
processo vital que controla o crescimento e o
desenvolvimento das plantas e tem efeitos marcantes
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sobre a fitomassa e a produtividade final das
culturas. A rota de assimilagdo do nitrato em plantas
superiores envolve dois estagios seqienciais. A
conversao do nitrato a amoénia, mediada pela nitrato
redutase (RN), a qual reduz nitrato a nitrito, e pela
nitrito redutase, que converte nitrito a aménia. A
ambnia é entdo assimilada nos aminoacidos
glutamina e glutamato, os quais servem para
translocar nitrogénio organico de fontes para drenos.
As principais enzimas envolvidas sdo a glutamina
sintetase (GS) e a glutamato sintase (GOGAT)
(LAM et al, 1996).

A GS ocorre em folhas de milho como
duas isoformas: uma citoplasmica (GS1) e outra
cloroplastidica (GS2) (YAMAYA & OAKS, 1988).
Aparentemente, o papel da GS2 é assimilar a aménia
gerada a partir da reducdo do nitrato ou liberada
durante o processo de fotorrespiracdo da glicina
(MIFLIN & LEA, 1980), enquanto altos niveis de

atividade de GS1 sdo observados em resposta ao

acumulo de amodnia devido ao processo de

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de
vegetagdo, na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas
- MG. A casa de vegetacdo apresentava cobertura
plastica e sistema automatico de umidificacdo e
ventilagao.

O solo utilizado foi retirado da camada
superficial (aproximadamente 20cm) de um
Latossolo Vermelho-Escuro alico, fase cerrado. A
adubacéo de plantio (N, P, K e micronutrientes) foi
realizada de acordo com recomendagdo técnica
baseada nos resultados das andlises quimicas do
solo. Aplicou-se ainda carbonato de célcio puro para
correcdo da acidez do solo. Quando as plantas
atingiram o estadio V6 (segundo a classificagdo de
RITCHIE et al, 1989) fez-se a primeira adubacéo
nitrogenada de cobertura, utilizando-se uréia como
fonte de N. A segunda adubacé@o de cobertura foi
realizada no estadio V10.

A semeadura foi feita em vasos que

degradacdo de proteinas em plantas senescenteggntinnham 14,3kg de solo, cuja umidade estava em

(KAWAKAMI & WATANABE, 1988;
SAKAKIBARA et al, 1992) ou sob deficiéncia de

N (PURCINO et al, 1992). Duas formas de
GOGAT sao conhecidas em funcdo dos seus
doadores de elétrons: uma dependente de NAD(P)H

(NAD(P)H-GOGAT) e outra dependente de
ferredoxina (Fd-GOGAT). Em tecidos
fotossintéticos, esta Ultima contribui com
aproximadamente 96% da atividade total da

GOGAT, sendo a atividade restante derivada da
NADH-GOGAT (SUZUKI & ROTHSTEIN, 1997).

Como parte do metabolismo global das
plantas, o metabolismo do nitrogénio é afetado pelo
déficit hidrico. Diversos trabalhos tém mostrado
como e quanto a nitrato redutase é afetada em milho.
No entanto, com relagdo a GS e GOGAT ha poucos
relatos na literatura e, além disso, os resultados
encontrados sao contraditorios.

Alguns metabdlitos nitrogenados, como o

torno de 22,65%, sobre uma camada de 1,5kg de
brita, utilizada para facilitar a drenagem da agua. A
emergéncia das plantulas ocorreu 5 dias apos a
semeadura (DAS). Aos 12 DAS foi feito o desbaste,
deixando-se duas plantas por vaso.

O delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente casualizado, sob um esquema fatorial
2 x 4, em que os fatores estudados foram genétipos
(BR 2121 e BR 205) e intervalos, em dias, para
reposicdo da agua evapotranspiradaR@&posicao
diaria, considerada como controle;-réposicdo a
cada trés dias; sTreposicao a cada cinco dias;- T
reposicdo a cada sete dias), com quatro repeti¢des.
Cada unidade experimental consistiu de um vaso
contendo duas plantas.

O gendtipo BR 2121 é um hibrido com
gualidade protéica dos grédos melhorada, que a época
da realizagédo do experimento se encontrava em fase
de lancamento, havendo necessidade de estudos

aminoacido prolina, tendem a acumular nos tecidos fisiolégicos do genétipo. JA o BR 205, também
vegetais sob estresse hidrico. Como a assimilag@o dopiprido. é considerado de tolerancia moderada a

nitrogénio é reduzida sob tais condi¢cbes, pode-se
supor que tais compostos se originam da rotatividade

seca.
Os tratamentos hidricos foram iniciados

de proteinas. E neste contexto que as enzimas guando as plantas atingiram o estadio V3, com a
envolvidas na incorporacéo de amonia a compostos ymidade inicial do solo na capacidade de campo, em
organicos, os quais podem agir COMO Precursores todos os tratamentos. A quantidade de agua aplicada
para diferentes metabdlitos, podem ter importante em cada tratamento foi calculada considerando a
papel na sobrevivéncia de plantas durante estresse. massa atual e a massa inicial dos vasos, através de
O objetivo deste trabalho foi avaliar os pesagens, utilizando-se uma balanca digital
efeitos do déficit hidrico no solo sobre a atividade eletrénica com capacidade méaxima de 32kg e
das enzimas RN, GS e Fd-GOGAT e sobre a sensibilidade de 1g.
concentracdo de prolina livre em plantas dos O material vegetal utilizado para as
gendtipos de milho BR 2121 e BR 205. andlises (terceira folha totalmente expandida, de
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cima para baixo, de uma planta por repeticdo) foi gendtipos diferiram entre si apenas no intervalo de 3
coletado aos 49 dias de idade das plantas. Foi dias entre irrigagcdes, quando o BR 2121 apresentou
realizada a determinacéo das atividades das enzimasatividade superior para a enzima.
redutase do nitrato, glutamina sintetase (GS) e A atividade da Fd-GOGAT mostrou
glutamato sintase dependente de ferredoxina (Fd- comportamento similar nos dois genétipos (Figura
GOGAT) e a concentracdo de prolina livre. A 1C). O tratamento sob recuperacdo de estresse
atividade da RN foi quantificada no mesmo dia da severo apresentou atividade superior desta enzima,
coleta. Para as demais avaliacdes, o material foi entretanto esse tipo de estresse nao diferiu da
congelado a80°C até a andlise. A atividade da RN recuperacdo de estresse moderado. A atividade da
foi determinada pelo métodin vitro, segundo enzima néo diferiu do controle e do tratamento sob
LILLO (1983), a da GS segundo RHODES al. estresse. A andlise de variancia (ndo apresentada)
(1975), e ERICSON (1985¢ a da Fd-GOGAT mostrou que ndo houve efeito estatistico do gendtipo
segundoLEA et al (1990). A concentracdo de  sobre esta variavel.
prolina livre foi determinada segundo metodologia Houve diferengca entre os gendtipos em
descrita por BATE®t al (1973). As atividades das  relacéo ao acumulo de prolina livre na folha (Figura
enzimas bem como a concentracdo de prolina foram 1D). No gendétipo BR 205, a concentracéo deste
expressas com base na massa seca foliar. aminoacido foi mais baixa e ndo diferiu entre os
Como a época da coleta coincidiu com os tratamentos. Ja no BR 2121, no qual o teor foi mais
tratamentos T3 e T7, que haviam sido irrigados no elevado, houve maior acimulo deste aminoacido no
dia anterior, esses serdo considerados como tratamento sob estresse.

recuperacdo de estresse moderado e severo, Quando se comparam as respostas das
respectivamente. O tratamento T5 é o que atividades enzimaticas e do acimulo de prolina livre
efetivamente estava sob deficiéncia hidrica. na folha, observa-se tendéncia oposta, ou seja, nos

Os resultados obtidos foram submetidos a tratamentos em que houve maior atividade das
andlise de variancia e, quando cabivel, teste de enzimas, o acimulo de prolina livre foi menor e
médias (Tukey), em nivel de 5% de probabilidade de vice-versa.

erro, com o auxilio do programa estatistico ESTAT, A atividade superior da redutase do
desenvolvido no Laboratério de Processamento de nitrato em condi¢des de recuperacdo de estresse
Dados da UNESP, Jaboticabal - SP. hidrico severo pode ter sido favorecida por um fluxo
mais intenso de nitrato, em decorréncia de um
RESULTADOS E DISCUSSAO provavel aumento no fluxo transpiratério, ocorrido

apos a cessacdo do estresse, uma vez que a atividade

A redutase do nitrato apresentou reducdo da enzima depende do fluxo de nitrato da raiz para
de sua atividade sob condicBes de estresse hidrico,as folhas e este, por sua vez, do fluxo transpiratério
entretanto a diferenca apresentada em relacdo ao(SHANER & BOYER, 1976). Embora neste
controle ndo foi estatisticamente significativa trabalho n&o tenha sido determinada a transpiracéo
(Figura 1A) em ambos os genoétipos. No tratamento apos a reirrigacéo, esta suposi¢cdo se baseia nas
sob recuperacdo de estresse severo, a atividade daafirmac6es feitas por LAHIRI (1980). Segundo esse
enzima foi superior a dos demais tratamentos. Os autor, apés um ciclo de seca, aumenta a taxa de
gendtipos apresentaram resposta similar ao déficit transpiragcéo, sendo o aumento diretamente
hidrico, entretanto o BR 205 apresentou atividade proporcional & intensidade do estresse. SHANER &
significativamente superior desta enzima quando BOYER (1976) observaram que a atividade da RN,
comparado ao BR 2121. Isso pode estar associado aodurante a recuperagdo do estresse, aproxima-se
maior potencial produtivo verificado para o BR 205, daquela do controle em plantulas de milho de 8 dias
tanto em fitomassa como em producdo de grdos de idade, diferente do que ocorreu neste trabalho.
(FERREIRAet al, 2000). Entretanto a idade das plantas e o préprio histérico

Houve interacdo entre gendtipos e do estresse podem ter contribuido para esta
intervalos da irrigacdo para a atividade da GS diferenca.
(Figura 1B). No genétipo BR 2121, as plantas que No tratamento sob deficiéncia hidrica
estavam sob recuperacdo do estresse, tanto(intervalo de 5 dias entre irrigagéo), é provavel que a
moderado quanto severo, apresentaram atividade ocorréncia de periodos repetitivos de seca, ao longo
enzimatica superior ao controle e ao tratamento sob do experimento, tenha favorecido uma adaptagéo
estresse, enguanto no gendtipo BR 205 apenas asque permitiu certa estabilizacdo na atividade da
plantas sob recuperacdo de estresse severoenzima, cuja atividade ndo diferiu daquela das
mostraram atividade superior da enzima. Os plantas controle.

Ciéncia Rural, v. 32, n. 1, 2002.
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Intervalo da irrigagao (dias)

plantas de milho comi5 dias
de idade, sujeitas a estresse
hidrico imposto pela adicdo de
polietileno glicol a solugéo
nutritiva, apos 6 horas do inicio
do tratamento. Entretanto ap6s
12 horas, a atividade da enzima
retornou aos niveis do controle
Embora a natureza do trabalho
e a idade das plantas nédo
permita comparacgdo direta, 0s
resultados obtidos por tais
autores apontam para certa
adaptacdo da atividade da
enzima ap6s determinado
periodo de deficiéncia hidrica.
Tal fato pode ter ocorrido neste
trabalho, no qual foi observado
gue a atividade da enzima nao
diferiu entre as plantas controle
e as do tratamento sob estresse.

1200 - a
ey O acumulo de prolina
57 10007 em plantas sob estresse pode ser
B 8004 ab be a consequéncia do aumento na sua
= sintese ou do decréscimo na sua
%é 600 1 ab degradacdo (RHODES:t al,
-ﬁg 200" bc 1986). ,A rota m,etabéllca
A 1 responsavel pela sintese de
200 . . | prolina mais expressiva em
1 3 5 plantas tem inicio no aminoacido
glutamato, o qual pode ser
250 1 a produzido por hidrélise de
& 200 proteinas, por reacles de
g~ transaminagcdo ou pelas reacdes
4 g 150 b catalisadas pelo ciclo
E&n b a GS/IGOGAT (VALPUESTA et
£ g 1003 = a al. 1992). No caso deste
% = oo trabalho, ndo pode ser admitido
S que a prolina acumulada tenha
0 — — 1 sua origem no glutamato

proveniente do N assimilado
recentemente, ou seja, pelo ciclo
GS/GOGAT, uma vez que as

Figura 1 - Atividades das enzimas redutase do nitrato (A), glutamina sintetase (B) e glutall}ia‘a%@osms de atividade d,es,tas
sintase (C) e concentracdo de prolina (D) em folhas dos genétipos de milho BR 218018IMas  ao estresse hidrico
BR 205 submetidos a diferentes intervalos entre irrigagdes (1, 3, 5 e 7 dias). As Idoiam inversas ao acumulo de
comparam intervalos da irrigagao dentro de gendtipos, pelo teste Tukey, em nivehfislina. Consegiientemente, a

5% de probabilidade de erro. A época da amostragem os tratameetds @stavan

sob recuperacédo do estresse (Sete Lagoas, MG, 1996).

disponibilidade de glutamato
necessario para sintese de
prolina s6 pode ser explicada

As atividades das enzimas GS e Fd- pela hidrdlise de proteinas ou por transaminacio a
GOGAT apresentaram resposta ao estresse e apartir de outros aminodacidos. A hidrélise de proteinas,
recuperacéo desse, similar aquela da RN. Com além de contribuir com o aminoacido precursor
relagdo a atividade da GS, MIRANDA-HAM &  (glutamato), pode também contribuir com a prépria
LOYOLA-VARGAS (1994) observaram aumento prolina, favorecendo o seu aumento como aminoacido
consideravel na atividade desta enzima, em folhas de livre nos tratamentos sob estresse hidrico.

Ciéncia Rural, v. 32, n. 1, 2002.
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CONCLUSOES

Em relacdo ao BR 2121, o gendtipo BR

LILLO, C. Studies of diurnal variations of nitrate reductase
activity in barley using various assay method®ysiologia
Plantarum, Copenhagen, v.52, p.357-362, 1983.

205 apresentou maior atividade da redutase do miFLIN, B.J., LEA, P.J. Ammonia assimilation. In: MIFLIN,

nitrato e menor atividade da GS apenas quando sob
recuperacdo de estresse moderado. Nao houve
diferenca entre os gendtipos para a atividade da Fd-

GOGAT. A concentracao de prolina livre na folha
foi maior em BR 2121.

As atividades das enzimas redutase do

nitrato, GS e Fd-GOGAT né&o sofreram alteragdo por ,
b PURCINO, AA.C., SASAKAWA, H., SUGYAMAT Enzimas

efeito do deficit hidrico. Entretanto as plantas so

recuperacéo do estresse severo apresentaram as mais
altas atividades enzimaticas. A concentracdo de

prolina livre aumentou em funcdo da deficiéncia
retornando aos niveis normais com a RHODES, D., HANDA, S., BRESSAN, R.A. Metabolic changes

hidrica,
recuperacdo do estresse.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BATES, L.S., WALDREN, R.P., TEARE, |. Rapid determination
of free proline for water-stress studiesPlant and soil
Netherlands, v.39, n.2, p.205-207, 1973.

ERICSON, M. Purification and properties of glutamine
synthetase from spinach leaves. Plant Physiology
Maryland, v.79, p.923-927, 1985.

FERREIRA, V.M., MAGALHAES, P.C., DURAES, F.O.M.
Produtividade de gendtipos de milh@de@ maysL.) sob
manejo diferenciado de irrigacdo e adubaca®iéncia e
Agrotecnologia Lavras, v.24, p.663-670, 2000.

KAWAKAMI, N., WATANABE, A. Senescence-specific
increase in cytosolic glutamine synthetase in the
remobilization of leaf nitrogen during natural senescence in
rice leaves.Plant Physiology Maryland, v.98, p.1323-1329,
1988.

LAHIRI, AN. Interaction of water stress and mineral nutrition
on growth and yield. In: TURNER, N.C., KRAMER, P..J.
(eds.). Adaptation of plant to water and high temperature
stress New York : John Wiley & Sons, 1980. p.87-104.

LAM, H.M., COSCHIGANO, K.T., OLIVEIRA, I.C.et al The
molecular-genetics of nitrogen assimilation into amino acids
in higher plants. Annual Review of Plant Physiology and
Plant Molecular Biology, Palo Alto, v.47, p.569-593, 1996.

LEA, P.J., BLACKWELL, R.D., CHEN, F.et al. Enzymes of
ammonia assimilation. In: LEA, P.J. (ed.)Methods in
plant biochemistry. London : Academic, 1990. V.3, p.257-
276.

B.J. (ed.) The biochemistry of plants: amino acids and
derivatives. New York : Academic, 1980. p.169-202.

MIRANDA-HAM, M. de L., LOYOLA-VARGAS, V.M.
Glutamate dehydrogenase and glutamine synthetase activities
in maize under water and salt stre®yton, Buenos Aires,
v.56, p.7-15, 1994,

do metabolismo de carbono e N em milho.Sete Lagoas:
EMBRAPA, 1992. p.54-56. (Relatério técnico anual do
centro nacional de pesquisa de milho e sorgo 1988-1991).

associated with adaptation of plant cells to water stress.
Plant Physiology Maryland, v.82, p.890-903, 1986.

RHODES, D., RENDON, G.A., STEWART, G.R. The control of
glutamine synthetase level ibemna minor L. Planta,
Berlin, v.125, p.201-211, 1975.

RITCHIE, S.W., HANWAY, J.J., BENSON, G.OHow a corn
plant develops Ames : lowa State University of Science and
Technology, 1989. 21p. (Special Report, 48).

SAKAKIBARA, H., KAWABATA, S., TAKAHASHI, H., et al
Molecular cloning of the family of glutamine synthetase
genes from maize: expression of genes for glutamine
synthetase and ferredoxin-dependent glutamate synthase in
photosynthetic and nonphotosynthetic tissueBlant Cell
Physiology Kyoto, v.33, p.49-58, 1992.

SHANER, D.L., BOYER, J.S. Nitrate reductase activity in maize
(Zea maysL.) leaves. |. Regulation by nitrate fluxPlant
Physiology, Maryland, v.58, p.499-504, 1976.

SUZUKI, A.,, ROTHSTEIN, S. Structure and regulation of
feredoxin-dependent glutamate synthase frAmbidopsis
thaliana cloning of cDNA expression in different tissues of
wild type and gItS mutant strains, and light induction.
European Journal of Biochemistry, v.243, p.708-718, 1997.

VALPUESTA, V., BERTELI, F., PEREZ-PRAT, E.et al
Cambios metabdlicos y de expresién génica en plantas
superiores en respuesta al estrés salidgriscientia, v.9,
p.55-63, 1992.

YAMAYA, T., OAKS, A. Distribution of two glutamine
synthetase in bundle sheath and mesophyl cells of corn
leaves. Physiologia Plantarum Copenhagen, v.72, p.23-38,
1988.

Ciéncia Rural, v. 32, n. 1, 2002.



