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ARTIGOS / ARTICLES

Cinética de absor¢ao de amonio e efluxo de protons em variedades

Eliane de Almeida Borges?; Arcangelo Loss**; Edmilson Evangelista da Silva*,

de milho!

Ammonium uptake Kinetics and protons efflux in corn varieties

Sonia Regina de Souza®; Manlio Silvestre Fernandes®

Resumo

A andlise dos parametros cinéticos de absorgdo de fons (NO, e NH,") ¢ o principal procedimento
experimental para a diferenciagdo da eficiéncia de absorgao desses nutrientes entre espécies e variedades
de milho. Este trabalho objetivou avaliar parametros relativos a cinética de absor¢do do amonio e o
desempenho metabolico de variedades de milho em ambientes com alta e baixa disponibilidade de
nitrogénio. As variedades testadas foram: Catetdo, Sol da Manha, Eldorado e BR 473. O experimento
foi conduzido em casa de vegetacdo e as plantas foram cultivadas em vasos com solugdes 1,43 ¢
8,57 mM de N .Aos 28 dias ap6s germinagdo determinaram-se os pardmetros cinéticos Ve K, , e
na fragdo hidrossoluvel, quantificou-se N-amino, nitrato ¢ amonio. Obteve-se a massa fresca da parte
acrea ¢ de raiz e, seguido com determinagdo do N-total, P ¢ Mg no material seco. A variedade Sol
da Manha apresentou maior desenvolvimento de sistemas de absor¢do de alta afinidade, enquanto, as
variedades Catetdo e Eldorado mostraram maior desenvolvimento para sistemas de baixa afinidade e
alta capacidade de absorgdo de N-NH,". A variedade Sol da Manhd apresentou maior adaptagdo do
sistema de absor¢do a condigdo de menor disponibilidade de nitrogénio. Os valores obtidos para os
parametros cinéticos como Ve K confirmam o alto potencial produtivo desta variedade descrita na
literatura como eficiente no uso de nitrogénio.

Palavras-chave: Disponibilidade de nitrogénio, sistemas de transporte, parametros cinéticos, Zea
mays L.

Abstract

The analysis of kinetic parameters for absorption of ions (NO,” e NH,") is the main experimental
procedure for the differentiation of the efficiency of absorption of these nutrients between corn species and
cultivars. This work had the aim of evaluating the kinetic parameters of ammonium uptake to elucidate
metabolic strategies of corn cultivars at environments with low and high nitrogen concentrations. The
selected cultivars were: Catetdo, Sol da Manha, Fldorado and BR 473. The plants were cultivated in
pots with N solutions of 1.43 and 8.57 mM at green house conditions. The following kinetic parameters
were evaluated 28 days after germination: V__, K, and N-amino soluble fraction in the water, nitrate
and ammonium. Fresh mass of above groud part and roots, and N-total, P, and Mg in the dried material
were determined. Sol da Manha cultivar presented high development at high affinity uptake systems,
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while Catetdo and Eldorado cultivars presented high development at the low affinity and high capacity
of NH," uptake system. Sol da Manha cultivar presented high adaptation at low nitrogen availability

conditions. The values of NH," uptake kinetic parameters, V

and K, can justify the high productivity

max

of this cultivar described in the literature as efficient in nitrogen use.
Key words: Nitrogen availability. Transport systems. Kinetic parameters. Zea mays.

Introducao

A capacidade das membranas de células vegetais
em regular a absor¢ao de solutos tem fascinado
os botanicos desde o século dezenove. Entretanto,
as técnicas experimentais até entdo disponiveis,
limitavam as investigagdes destes processos ¢
somente a partir do grande desenvolvimento
tecnologico ocorrido apds a segunda metade
do século vinte, alguns esclarecimentos sobre a
permebilidade das membranas a diferentes solutos
comegaram a surgir.

A absorcao de ions pelas plantas teve em Epstein
e Hagen (1952) o desenvolvimento de trabalhos
pioneiros a caminho do esclarecimento de seu
mecanismo ¢ sua regulacdo. Estes pesquisadores
relacionaram a cinética da a¢do enzima ¢
substrato proposta por Michaelis e Menten (1913)
ao transporte de ions na membrana de células
vegetais, comparando os carreadores de ions a
uma molécula de enzima e, os ions, ao substrato.
Assim, a velocidade de transporte de um ion através
da membrana estaria associada a dois fatores: V__
— Fator indicativo da velocidade maxima quando
todos os sitios de ligagdo estariam saturados; K, —
Constante de Michaelis, equivalendo a concentracao
de fons em que ocorreria a metade da 'V . Portanto,
seu valor refletiria o grau de afinidade entre o ion e
o carreador.

Dados descrevendo a absor¢do de amdnio foram
preliminarmente publicados por Becking (1956)
trabalhando com raizes de milho. O influxo de NH,*
em raizes intactas de plantas, que ¢ dependente da
concentracdo externa do ion, exibe uma cinética
bifasica que pode ser separada em dois modelos
distintos: um saturavel de alta afinidade que ¢
predominante em baixas concentragdes externas de

NH,", e que se ajustaao modelo cinético de Michaelis
e Menten (1913), ¢ outro ndo saturdvel, de baixa
afinidade, que predomina em altas concentragdes
externas de amoénio (acima de 1 mM) caracterizado
por uma dependéncia linear da concentragdo
externa de amonio (ULLRICH et al., 1984; WANG
et al., 1993; KRONZUCKER; SIDDIQI; GLASS,
1996). Esse tipo de transportador nao saturavel foi
observado em fungos em concentragdo milimolar
(SHELDEN et al., 2001).

O sistema de alta afinidade (High-Affinity
Transport System — HATS) apresenta menores
valores de K, (ULLRICH et al., 1984; WANG et
al., 1993; KRONZUCKER; SIDDIQI; GLASS,
1996). Ja o sistema denominado de baixa afinidade
(Low-Affinity Transport System — LATS), ndo
saturavel, é responsavel pelo transporte de nutrientes
que se encontram em a altas concentragdes
externas, exibindo aumento linear de atividade em
resposta a concentracdo de amonio (WANG et al.,
1993; KRONZUCKER; SIDDIQI; GLASS, 1996;
RAWAT et al., 1999). Este sistema ¢ responsavel
pela manuteng@o de grande influxo em situagoes de
alta disponibilidade externa do nutriente. O sistema
HATS ¢ altamente dependente do metabolismo,
portanto, os desacopladores da membrana plasmatica
(de forca proton-motriz) inibem a sua atividade
(GLASS etal., 1997).

Wang et al. (1993), Kronzucker, Siddiqi e Glass
(1996) usaram "N para medir o influxo de NH,*
em raizes de arroz. Inicialmente foi determinada
a meia-vida (1/2 T) de transferéncia de NH," da
parede celular ao citoplasma, e a partir dai foi
possivel determinar a velocidade de fluxo através
da membrana plasmatica. Desse modo, o fluxo
de NH," para o citoplasma e para o vactiolo pode
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ser caracterizado. Em arroz, com a diminui¢do do
suprimento de NH,"de ImM para 2 pM, durante a
pré-cultura, ocorreu, em ambos, um decréscimo nos
valores de K, € um aumento nos valoresde V. O
valor de V__para o influxo de NH," em arroz foi
fortemente reduzido com uma exposi¢do prévia a
altos niveis de NH," (GLASS et al., 1997).

Ullrich et al. (1984) sugeriu que o LATS para
NH," parece ndo causar despolarizagio de diferenca
de potencial trasmembrana (AY), (como ocorre em
HATS), uma observagdo que ¢ compativel com a
entrada de NH,". Esse sistema de baixa afinidade foi
examinado por Wang et al. (1993) e por Kronzucker,
Siddiqi e Glass (1996) em raizes de arroz. Em
contrapartida aos estudos em Lemna, o fluxo de
amonio por LATS em arroz despolariza fortemente
AY, como ocorre com HATS, que é um fenomeno
compativel com a entrada de um cation mais do que
a de NH,, que ¢ eletricamente neutro (GLASS et al.,
1997).

O influxo de NH,"via HATS parece ser regulado
pelo estado nutricional da planta em relacdo ao
nitrogénio (LEE; RUDGE, 1986; WANG et al.,
1993; KRONZUCKER et al., 1998; GAZZARRINI
et al., 1999; RAWAT et al., 1999; HOWITT;
UDVARDI, 2000). Em geral, condi¢des de restricao
de nitrogénio levam a um aumento da atividade
de HATS, enquanto que, altas concentragcdes de
amonio ou de produtos de sua assimilagdo como a
glutamina levam a repressao da atividade de HATS
que também pode ser regulada geneticamente
(HOWITT; UDALL; VERMAAS, 1999).

As variedades selecionadas para este estudo
apresentaram diferengas de eficiéncia no uso do
nitrogénio (MACHADO, 1997). O objetivo deste
trabalho foi avaliar parametros relativos a cinética
de absor¢ao do amonio e o desempenho metabolico
de variedades de milho em ambientes com alta e
baixa disponibilidade de nitrogénio.

Material e métodos

O experimento foi realizado no campus da
UFRRIJ, km 47, Seropédica, (RJ), e desenvolvido
em camara de germinagdo, casa de vegetagdo e
laboratdrios do Departamento de Solos do Instituto
de Agronomia da UFRRJ, utilizando-se sementes
de milho (Zea mays L.) de “variedades locais”
“variedades
de

(selecionadas por agricultores) e

melhoradas” (produzidas por instituicdes

pesquisa ou comunidades agricolas).

As variedades selecionadas foram: Catetdo
(Variedade Local) e as variedades melhoradas: BR
473 (CNPAB), BRS 4157 - Sol da Manha e Eldorado
(obtida por melhoramento através de enfoque
participativo). As variedades melhoradas foram
selecionadas em fun¢do de sua importancia para
a agricultura familiar da regido sudeste do Brasil,
onde foi realizada esta pesquisa.A seguir serdo
apresentadas algumas principais caracteristicas das
variedades de milho utilizadas no experimento:
BRS 4157: Sol da Manha NF (ou Nitroflint), com
graos tipo duros, alaranjados com segregacdo para
branco, com predominio das racas Cateto, Eto
e Duros do Caribe, também com oito ciclos de
selecdo visando maior efici€ncia na utilizagdo do N
(SOARES et al., 1998); BR 473: Sintético de ciclo
precoce, graos amarelos, semiduros. Desenvolvida
pelo intercruzamento de seis linhagens elites
com qualidade protéica (QPM)
(GUIMARAES et al., 2004).

melhorada

Nos ultimos dois ciclos de selegdo de progénies
de meios irmaos foram selecionados para aumentar
a adaptacdo ampla as condi¢des do Sudeste e Sul
do Brasil; Catetdao: Variedade de ciclo normal e de
porte alto, com endosperma de coloragdo laranja
escuro e graos do tipo duro. E uma variedade local
obtida junto aos agricultores de Alegre-ES, Brasil
(MACHADO et al., 2000); Eldorado: Populacao
de graos dentados, amarelos, com segregacdo para
branco com predominio da raga Tuxpefio, com
oito ciclos de sele¢do visando maior eficiéncia na
utilizagdo de N (MACHADO et al., 1992).
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As sementes de cada variedade foram colocadas
para germinar em bandejas de plastico, contendo
areia lavada e autoclavada. Apos a semeadura as
bandejas foram irrigadas mediante pulverizagao
com spray de agua destilada a cada doze horas,
durante sete dias, periodo em que permaneceram
em camara com luz fluorescente intensa, simulando
um fotoperiodo de 14 horas e temperatura ambiente
(25°C). Sete dias apos a germinagdo (DAG), as
plantulas foram selecionadas quanto a uniformidade
e transplantadas para vasos plasticos com capacidade
para4 litros, contendo uma solugao nutritiva ,com pH
5,5+ 0,1 e 1/4 de sua forca i6nica (FERNANDES,
1983). Nesta situacdo, as plantas foram cultivadas
em ambiente de casa de vegetagao.

Para cada vaso foram transferidas seis plantulas,
tendo como suporte tampas de isopor recobertas com
papel aluminio. As plantas foram fixadas em cada
orificio com auxilio de tiras de espuma sintética.
Apos quatro dias, a solucdo foi modificada para a
metade da forga idnica e depois de mais quatro dias,
para forga ionica total, definida para conducdo do
experimento. Nesta ultima etapa procedeu-se ao
desbaste, deixando-se apenas quatro plantas por
vaso.

Durante todo o periodo de cultivo, os vasos
foram aerados durante uma hora com intervalos de
oito horas e a solugao nutritiva renovada a cada dois
dias. Entretanto, o pH foi corrigido diariamente.

Para o estudo da cinética de absor¢do de amonio,
plantas inteiras de milho com 23 DAG foram
transferidas para uma solugdo sem de nitrogénio,
visando aumentar a capacidade de absor¢do das
raizes, como recomendado por Lee e Rudge
(1986).

Decorridas 60 horas de auséncia de N, as plantas
foram transferidas para vasos, com solugao nutritiva,
contendo CaSO, 0,5 mM, para garantir a integridade
das membranas celulares, em dois tratamentos com
1,43 ¢ 8,57 mM de N e pH 5,5, em que se utilizou o
sulfato de amonio p.a. como fonte de nitrogénio.

Imediatamente apos a transferéncia das plantas
para a solugdo de estudo e a cada intervalo de 1,0
hora foram coletadas amostras de 10 mL da solugédo
nutritiva (das 9,0 h as 17,0 h). Outras duas coletas
com intervalos de 24 e 48 horas, foram coletadas.
As amostras foram analisadas com a finalidade de
se obter as curvas de deplecdao do ion amdnio.

Foi determinado também o pH das amostras de
solu¢do nutritiva coletadas em cada intervalo de
tempo, para a caracterizacao do efluxo de protons.

O estudo da cinética de absor¢do de amonio
teve inicio quatro horas apds o término do periodo
escuro ¢ os dados obtidos serviram de base para
o calculo dos parametros V_. e K, de absorgdo
de N-NH," utilizando metodologias semelhantes
as descritas por Michaellis e Menten (1913) para
cinética de enzimas. Empregou-se o processo
grafico-matematico proposto por Ruiz (1985) para
calcularosvaloresdeV _ eK baseadonoprograma
“Cinética” (RUIZ; FERNANDES FILHO, 1992), de
acordo com o método de Claassen e Barber (1974).
O modelo de melhor ajuste foi utilizado para todas
as concentragdes.

As concentracdes de amonio da solugao nutritiva
foram determinadas pelo método da destilag@o por
arraste a vapor ¢ posterior titulagdo com solugdo de
H,SO, (JONES JUNIOR, 1991) e as concentragdes
de H" em H,0", foram calculadas levando-se em
consideracdo que: pH = —log [H']. Subtraindo-se
das concentra¢des finais as iniciais, obteve-se o
incremento de H™ na solugdo (extrusao de prétons).
Com estes dados foram determinados os pardmetros
cinéticos V_ e K, em plantas de milho com 28
DAG. |

Ao final do periodo de amostragem das solugdes,
as plantas foram colhidas e separadas em parte aérea
e raiz. De cada planta foi retirado 1g de matéria
fresca, do terco médio tanto das folhas quanto das
raizes. As amostras de folhas foram retiradas da
terceira folha da base para o apice.
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Cada amostra em colocada
em etanol (80%) macerada e por particdo com
adi¢do de cloroformio foi extraida a fase aquosa
conforme Fernandes (1978), para analise da fracdo
hidrossoluvel: N-amino (YEMM; COCKING,
1955), nitrato (CATALDO et al., 1975) e amonio

(FELKER, 1977).

separado foi

Da parte aérea e raizes foram obtidos as
massas frescas e no caso das raizes foram também
determinados os volumes. Ap6s a determinagdo do
volume radicular, as raizes de duas plantas de cada
variedade foram mantidas em solugdo de etanol a
50% para determinacdo da area radicular.

Apoés a separagdo do material para analise da
fragdo soltivel, a parte aérea e as raizes restantes
foram secas em estufa de circulagao for¢ada de ar, a
60 °C até peso constante, para a obtengdo da massa
de material seco. As amostras secas foram trituradas

e submetidas a digestdo sulfurica e nitroperclorica,
para se determinar os valores de N-total, P ¢ Mg de
acordo com as metodologias descritas em Tedesco
(1982).

O delineamento experimental empregado foi
o inteiramente casualizado, com 4 repeti¢des, em
esquema fatorial 2x4, em que os fatores foram dois
niveis N-NH," (1,43 ¢ 8,57 mM) e 4 variedades de
milho.

Resultados e discussao

A produgdo de massa fresca da parte aérea e
das raizes, assim como a relagdo raiz/parte aérea
e o volume radicular ndo foram influenciadas
significativamente pelas doses de N, exceto para a
variedade Sol da Manha, que teve uma reducao da
massa e volume de raizes com a maior dose de N
(Tabela 1 e 2).

Tabela 1. Massa fresca da parte aérea e das raizes de variedades de milho sob diferentes doses de nitrogénio (1,43 ¢

8,57 mM de N-NH,") aos 28 DAG.

Parte aérea RAIZ
Variedades (g/4plantas) (g/4plantas)
1,43 mM 8,57 mM 1,43 mM 8,57 mM
Sol da Manha 85,51 aA 85,53 aA 64,14 aA 54,96 bB
Catetao 82,79 aA 84,41 aA 52,02 bA 47,34 bA
Eldorado 85,88 aA 87,34 aA 61,8 aA 64,15 aA
BR473 87,15 aA 84,39 aA 58,58 abA 52,21 bA
C.V.% 11,63 8,77

Meédias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas (variedades) e maitscula nas linhas (tratamentos) ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 2. Relagio raiz/parte aérea (%) e volume radicular (cm?®) de variedades de milho sob diferentes doses de
nitrogénio (solugdo 1,43 € 8,57 mM de N-NH,") aos 28 DAG.

Relacio raiz/parte aérea

Volume radicular

Variedades (%) (cm?)
1,43 mM 8,57 mM 1,43 mM 8,57 mM
Sol da Manha 75,08 aA 64,78 abA 34,12aA 26,62 bB
Catetdo 63,48 aA 56,51 bA 28,75 bA 26,60 bA
Eldorado 72,00 aA 73,58 aA 31,62 aA 34,25 aA
BR473 67,75 aA 63,58 abA 26,62 bA 26,50 bA
CV. % 11,64 7,99

Médias seguidas da mesma letra mintiscula nas colunas (variedades) e maiuscula nas linhas (tratamentos) ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5%.
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Sob o tratamento de 1,43 mM de N-NH,, as
variedades Sol da Manha e Eldorado apresentaram
radicular, diferindo
apenas da variedade Catetdo. Sob a dose de
8,57 mM, a variedade Eldorado apresentou maior
desenvolvimento radicular que as demais variedades
testadas (Tabela 1). E interessante observar que para
este tratamento a variedade Eldorado apresentou

maior desenvolvimento

também a maior relagdo raiz/parte aérea (Tabela 2).

o
predominantemente no tecido radicular a expensa de

amonio absorvido é assimilado

esqueletos carbonicos de biomoléculas que podem

ser originarios do tecido radicular. Portanto, os
resultados observados (Tabelas 1 € 2) podem indicar
para a variedade Sol da Manha, maior atividade
metabolica na reducdo do amodnio absorvido em
relacdo as demais variedades.

Os valores dos parametros cinéticos de absor¢ao
do amonio variaram com a concentragdo de N-NH,*
na solucdo (Figuras 1 e 2). Para todas as variedades,
o maior K, foi observado no tratamento 8,57
mM; entretanto, ndo foram verificadas diferencas
significativas entre as variedades.

250
8,57 mM
200 o 1,43 mM
T, 150 A
©
1S
=
= 4
S 100
50 1
=2 7% =
. Z 2 Z Z,
Sol-da-manha Catetao Eldorado BR-473

Figura 1. Constante de Michaelis - K, (umol L") de absorgdo de NH," de variedades de milho sob diferentes doses
de nitrogénio em solugdo nutritiva (1,43 e 8,57 mM de N-NH,") aos 28 DAG.

3.0

2.0 1

V. max (umol g.h™)
o
1

0.5 +

0.0

I

Sol-da-manha

Eldorado BR-473

Figura 2. Velocidade Maxima (Vmax) de absor¢do de NH," de variedades de milho sob diferentes doses de nitrogénio
em solugdo nutritiva (1,43 € 8,57 mM de N-NH,") aos 28 DAG.
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O valor de V__ (Figura 2) variou com as
independentemente  da
concetragdo considerada. Os maiores valores para
Vmax
e Eldorado. O menor valor foi obtido com a BR
473. Somente para variedade Sol da Manhd a V
diminuiu (aproximadamente 50%) com o aumento

do teor de N na solucao.

variedades  testadas

foram obtidos com as variedades Catetdo

Resultados semelhantes foram observados
por Borges et al. (2002), avaliando os parametros
cinéticos em variedades de milho (Catetao, BR 473,
Eldorado e Sol da Manha) em solugdo nutritiva de
20 e 120 mg N-NH4+/L. Os valores dos pardmetros
cinéticos de absor¢do do amodnio variaram com a
concentracao do nutriente na solu¢do. A maior Vmax
foi encontrada na variedade Catetdao e a menor, na BR
473, ndo diferindo estatisticamente nas variedades
Eldorado e Sol da Manha. Entretanto no tratamento
de 120 mgN-NH4 +/L, observou-se a diminuicao da
Vmax na variedade Sol da Manha . Este resultado
também foi observado neste estudo, na maior dose

de N, para a variedade Sol da Manha.

Sistemas de transporte de alta e de baixa afinidade
apresentamdistintos valoresde K, aparentes (WANG
etal., 1993). Como o K, representa a concentra¢do
de substrato na qual o processo de transporte atinge
a metade da velocidade maxima, a afinidade pelo
substrato é o pardmetro mais relevante na descri¢ao
dos sistemas de transporte idnico envolvendo o
processo de absor¢ao de nutrientes pelas plantas.
Um transportador de alta afinidade seria aquele
capaz de transportar nutrientes quando em baixas
concentragdes externas. Baixa afinidade, muitas
vezes esta correlacionada com uma alta capacidade
de transporte, que ¢ um parametro crucial para
manutencdo de um grande influxo em elevadas
concentragdes externas. Assim, a distingdo entre
sistemas de alta afinidade/baixa capacidade e baixa
afinidade/alta capacidade de transporte de NH,,
reflete seus papéis fisioldgicos com maior precisao
do que a baseada apenas na afinidade (WIREN et
al., 2000).

Os valores de K, determinados para as
variedades testadas (Figura 1) indicam que na dose
de 1,43 mM predomina um sistema de alta afinidade
(HATS) enquanto que, na de 8,57 mM predomina
o sistema de transporte de baixa afinidade (LATS).
Na menor dose de N- NH, ", verifica-se os menores
valores de Km e, na maior dose, os maiores valores
de Km. Resultados semelhantes foram encontrados
por Borges et al., (2002).

Para a variedade Sol da Manha, o aumento do
suprimento externo de NH,", resultou em aumento
do K, e diminuigdo da V__ (influxo maximo),
comportamento que diferiu das demais variedades.
Resultados semelhantes aos da variedade Sol da
Manha foram observados na cultura do arroz, em
que o aumento de N- NH,", resultou em aumento
do valor de K, e diminui¢do da V__(WANG et al.,
1993; WIREN et al., 2000).

O comportamento da variedade Sol da Manha
indica uma adaptacdo do sistema de absor¢do
a menor disponibilidade de N-NH,” na solugdo
externa, conferindo a esta variedade maior eficiéncia
na absor¢do de NH,’, como indicado por Wirén et
al. (2000).

Mais do que o K, a V__ traduz a eficiéncia

M
do sistema na absor¢do de N, porque indica a
absorg¢do real de N e ndo apenas a tendéncia. Assim,
avaliando os valores de V__ obtidos com a solugdo
de baixa disponibilidade de N, pode-se inferir que
a variedade Catetdo foi mais eficiente na absorcdo
de N-NH,", enquanto a BR 473 apresentou a menor

eficiéncia.

Enquanto as variedades Catetao, Eldorado e BR
473 apresentaramapredominanciadetransportadores
de N-NH," de baixa afinidade ¢ alta capacidade de
transporte, a Sol da Manha apresentou sistemas de
baixa afinidade e de baixa capacidade de transporte
de N-NH,", contrariando as expectativas.

Os dados apresentados na (Figura 3) confirmam
a hipotese de que o sistema de alta afinidade
para transporte de NH," presente nas membranas
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celulares do sistema radicular estd associado a
mecanismos de extrusdo de prétons quando em
baixa concentragdo externa de N-NH,". Para o caso
da solugdo com alta concentragdo de N-NH,", ndo
foi observada correlagdo entre a concentracio e o
tempo de exposicao das raizes.

Sob a menor dose de nitrogénio, os valores de
extrusdo de protons apresentaram uma correlagdo
negativa com a concentragdo do fon NH,” na
solucdo nutritiva (Figura 4), confirmando a hipotese
de que a assimilagdo de NH,” ¢ acompanhada
por uma produgdo aproximadamente equimolar
de H', da atividade da H"-ATPase da membrana
citoplasmatica, e uma conseqiiente extrusdo de H*
para a solugdo externa, como indicado por Wirén et
al. (2000) e Taylor e Bloom (1998).

A correlagdo negativa entre concentracdo de
amoénio na solugdo nutritiva e extrusdao de H*
pelas plantas (Figura 4), indica que as variedades

Catetdo e a Sol da Manha foram mais eficientes
na absor¢do de N-NH,,
maiores valores para o coeficiente angular das retas
correspondentes a estas variedades. Estes dados
indicam que para a mesma quantidade de amonio
assimilado pelas plantas, menores quantidades de
prétons sao extrudidas por Catetdo e Sol da Manha.
Por outro lado, indica também que a atividade da
enzima H™-ATPase é menor para estas variedades,
ou seja, ha maior eficiéncia energética no processo

de absorgdo/assimilagdo do N-NH,".

uma vez apresentaram

Nao foram observadas diferencas entre os teores
foliares de N entre as variedades para os dois niveis
de N-NH,", o que pode ser indicativo de que as
mesmas possuem mecanismos igualmente eficientes
de ajuste na absorcdo de aménio (Figura 5). Estes
resultados sdo corroborados pelos encontrados por
Borges et al. (2002), pois os autores avaliaram estas
mesmas variedades e também ndo encontraram

diferengas para os teores de N nas folhas e raizes.

1,5

° f=1,3916-0,0485%x f=1,4239-0,0669*x
1,4 1 R=0,96 R?=0,92 R=0,95 R?=0,91
1,3 1
1,2 1
1,1 1

[ ]
1,0 1
0,9 A ® Sol-da-Manha =  Catetao
0,8
f=1,4126-0,0605*x f=1,3868-0,0501%*x
1.5 1 R=0,97 R’=0,96 R=0,90 R?=0,82
1,4 ¢
*

1,3 1 -
1,2 1
1,1 A -
1,0 1 *
0.9 1 4 Eldorado e BR-473
0,8 . . . — . — . . . . . . . .

0 1 2 3 4 5 6 7

Tempo( horas)

Tempo( horas)

Figura 3. Variagdes na concentragdo de N-NH,* da solug@o nutritiva (1,43 mM de N-NH,") para diferentes variedades

de milho em fun¢@o do tempo de imersdo das raizes.
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Figura 4. Correlagdo entre extrusdo de H™ e concentragdo de NH," na solucdo nutritiva de quatro variedades de milho
sob a dose de nitrogénio de 1,43 mM de N-NH,".

Figura 5. Teor de N-total (mg N-total gmf™') na parte aérea e nas raizes de quatro variedades de milho, sob diferentes
doses de nitrogénio (1,43 e 8,57 mM de N-NH,") aos 28 DAG.
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Em relagao aos teores de N-amino na parte aérea
e raiz, nao foram observadas diferencas estatisticas
para os tratamentos com N entre todas as variedades

3). O acumulo de aminoacidos ¢ amidas é uma
caracteristica de plantas sob condi¢des de toxidade
por amdnio.

testadas. Entre as doses de N, observaram-se
diferencas apenas na menor dose, sendo que a
variedade Eldorado apresentou o menor teor de
N-amino na parte aérea e a BR473 nas raizes (Tabela

De maneira geral, observou-se uma tendéncia de
maiores teores de N-amino nas raizes, independente
da dose e variedade (Tabela 3). Tal fato sugere que a
assimilagdo de N-NH," ocorre principalmente nesse
orgao.

Tabela 3. Teor de N-amino (umoles N-amino.gmf') na parte aérea e raizes de quatro variedades de milho, sob
diferentes doses de nitrogénio (1,43 e 8,57 mM de N-NH,") aos 28 DAG.

522

Parte aérea RAIZ
Variedades pmoles N-amino/gmf pmoles N-amino/gmf
1,43 mM 8,57 mM 1,43 mM 8,57 mM
Sol da Manha 4,89aA 8,54aA 7,50aA 10,75aA
Catetao 4.97aA 4.77aA 8,00aA 7,96aA
Eldorado 1,25aB 5,15aA 4,17aA 10,78aA
BR473 1,40aA 4,07aA 7,54aB 11,62aA
C.V% 29,06 56,74

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna (variedades) e mesma letra maitscula na linha (tratamentos) nao diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.

No tratamento com a maior concentragdao de
amonio, a variedade Sol da Manha apresentou teores
de N-Amino mais elevados na parte aéreae a BR 473
teve este comportamento nas raizes. Entretanto, ndo
foram constatadas diferencas significativas entre as
demais variedades.

Quando a fonte de nitrogé€nio ¢ N-NH,', as
plantas necessitam de esqueletos carbdnicos para
a assimilagdo/absor¢do do amonio, sintetizando
aminoacidos e amidas. Inicialmente, a fonte desses
esqueletos carbdnicos seria carbonos prontamente
assimildveis como os agucares soliveis, que sdo
deslocados da parte aérea para as raizes, local
dessa sintese. Em uma segunda etapa, com o
prosseguimento do influxo de NH," deve ocorrer
uma mobilizagdo de carboidratos ndo soluveis da
propria raiz, reduzindo assim a sua matéria fresca,
como se observou neste experimento na variedade

Sol da Manha, que apresentou redug¢do da massa
fresca de raizes no tratamento com a maior dose de
N-NH," (Tabela 1).

a Eldorado
apresentou menor teor de NO-, na parte aérea e

Entre as variedades testadas,

nas raizes nos tratamentos de 1,43 e 8,57 mM de
N-NH,',
teores de NO", na parte aérea observados para as
variedades Sol da Manha, BR 473 e Catetao indica
a maior eficiéncia das mesmas na utilizacdo do

respectivamente (Tabela 4). Os maiores

nitrogénio absorvido da solu¢do nutritiva na fase
de desenvolvimento vegetativo (HIREL et al.,
2001) quando comparado a variedade Eldorado.
Segundo Fernandes et al. (2005), geralmente, o
aproveitamento de N decresce com o aumento das
doses aplicadas, uma vez que o suprimento deste
nutriente excede as necessidades da cultura.
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Tabela 4. Teor de NO, (mg NO,". gmf™) - na parte aérea e raizes de quatro variedades de milho, sob diferentes doses

de nitrogénio (1,43 e 8,57mM de N-NH,".

Parte aérea RAIZ
Variedades mg NO_. gmf"! mg NO, ~. gmf"'

1,43 mM 8,57 mM 1,43 mM 8,57 mM

Sol da Manha 0,76aA 0,58aA 2,00aA 2,26aA

Catetio 0,62aA 0,69aA 2,18aA 2,08aA
Eldorado 0,16bB 0,36aA 0,74aA 1,27bA
BR473 0,67aA 0,6aA 7,25aA 1,82abA

C.V. % 7,19 7,02

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna (variedades) e mesma letra maitscula na linha (tratamentos) nao diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.

As variedades Eldorado e BR 473 apresentaram
uma varia¢ao significativa no teor de foésforo na
massa seca da parte aérea entre os dois tratamentos,
com maior teor na menor dose de N, em que
predomina o sistema HATS de transporte de NH,"
e que esta associado a extrusao de H". A diminuicao
do pH da rizosfera pode afetar a absor¢ao do fosforo
por dois motivos: alteracdo da razdo entre as formas
de fosfato absorvidas pela planta (H,PO, /HPO,") e
aumento da concentragdo de H™ para co-transporte.
Estas variedades apresentaram, ap6s 7 horas de
exposi¢do a doses de N-NH,", os maiores valores
de extrusdo de protons (menor coeficiente angular
da reta de correlacdo) (Figura 5). Tais variedades
provavelmente apresentam melhor adaptacdo
do que as demais para absor¢do do fosforo em

circunstancias de baixa disponibilidade de N-NH,".

A maior concentracdo de fosforo, nas duas
variedades observada no tratamento com 1,43
mM, pode ser atribuida a maior concentragdo do

ATP necessario a atividade da enzima H™-ATPase
da membrana plasmatica do tecido radicular.
O decréscimo de ATP pode ser responsavel por
restricdo na sintese do sistema de transporte de
N, ou a limitagdo de ATP pode restringir a energia
disponivel diretamente para o transporte de nitrato
contra o gradiente de potencial eletroquimico
(RUFTY JUNIOR et al., 1993).

A maior ou menor disponibilidade de N pode
exercer efeito na assimilacdo de P e interagdes
sinergisticas entre esses nutrientes ja foram
identificadas na cultura do milho (MACHADO et
al. 2004; REIS JUNIOR et al., 2008). Avaliando
a localizacdo de fosforo e de nitrogénio afetando
os parametros cinéticos de absorcao de nitrogénio
em milho (Hibrido BR 201) em casa de vegetacao,
Alves et al. (1998) observaram que no tratamento
sem adi¢do de P e com 3,71 ou 7,42 mmoles L'
N-NH,", na parte a¢rea € na raiz, a concentragdo de
P foi em média 0,41 e 0,34 %, respectivamente.

Tabela 5. Teor de P (%Pm/m) - na parte aérea e raizes de quatro variedades de milho, sob diferentes doses de nitrogénio

(1,43 ¢ 8,57mM de N-NH4*) aos 28 DAG.

Parte aérea RAIZ
Variedades %P (m/m) %P (m/m)

1,43 mM 8,57 mM 1,43 mM 8,57 mM
Sol da Manha 0,51 aA 0,88 aA 0,74 aA 0,88 aA
Catetao 0,54 aA 0,45 abA 0,55 aA 0,33 aA
Eldorado 0,74 aA 0,24b B 0,84 aA 0,40 aA
BR473 0,87 aA 0,22b B 0,66 aA 0,98 aA

CV. % 8,55 16,73

Meédias seguidas da mesma letra minuscula na coluna (variedades) e mesma letra maitiscula na linha (tratamentos) nao diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.
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A variedade Eldorado apresentou na parte aérea,
menor teor de Mg com a dose de 1,43 mM do que
com a de 8,57 mM de N-NH,". Nas raizes, esta
variedade apresentou o maior teor de Mg sob a
menor dose de N do que as demais variedades. Este
resultado pode estar associado a maior utilizagdo
de ATP como substrato da enzima H*-ATPase no
tecido radicular para a extrusdo de protons, que

nesta variedade apresentou valor superior ao das
demais (Tabela 6).

Avaliando os teores de Mg na parte aérea da
variedade Sol da Manhd e do Hibrido BRS 1010,
Oliveira (2006) verificou teores de 0,099 e 0,095,
respectivamente. O autor utilizou como corretivo de
solo CaCO, e adubagdo com N (KNO,) equivalente
a dose de 40 kg ha'’.

Tabela 6. Teor de Mg (%Mg m/m) - na parte aérea e raizes de quatro variedades de milho, sob diferentes doses de

nitrogénio (1,43 e 8,57mM de N-NH," aos 28 DAG.

Parte aérea RAIZ
Variedades %Mg (m/m) %Mg (m/m)

1,43 mM 8,57 mM 1,43 mM 8,57 mM
Sol da Manha 0,016 aA 0,018 aA 0,009 aA 0,011 aA
Catetao 0,019 aA 0,032 aA 0,006 aA 0,008 aA
Eldorado 0,021 aB 0,046 aA 0,024 aA 0,014 aA
BR473 0,027 aA 0,187 aA 0,008 aA 0,009 aA

CV% 25,82 32,66

Médias seguidas da mesma letra minuscula na mesma coluna e letra maitscula igual na mesma linha ndo diferem significativamente

pelo teste de Tukey a 5%.

Conclusoes

Na avaliagdo dos parametros cinéticos
(Vmax e Km) para absor¢do do NH," entre as
variedades estudadas, a variedade Sol da Manha
apresentou maior desenvolvimento de sistemas de
absor¢do de N-NH," de alta afinidade, enquanto
que nas variedades Catetdo ¢ Eldorado o maior
desenvolvimento foi de sistemas de baixa afinidade

e alta capacidade.

A variedade Sol da Manha foi mais eficiente
na absor¢do de amdnio a resposta as condigdes de
menor disponibilidade de N na solugo externa. Essa
variedade apresentou reducdo na massa fresca das
raizes sob a maior dose de N-NH," provavelmente
pela predominadncia do sistema HATS e por sua
menor eficiéncia na resposta a indugdo de LATS
para NH,".

As Catetdo e Sol da Manha
apresentaram menor extrusdo de protons sob
condigdes de baixa disponibilidade de N-NH,’,

variedades

tornando o processo de absor¢do energeticamente
mais econdmico.

Os maiores teores de nitrato (NO,) na materia
fresca da parte aérea das variedades Sol da Manha,
BR 473 e Catetdo podem indicar potencial de maior
eficiéncia na absor¢ao e utilizacao do nitrogénio.
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