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ASPECTOS METABOLICOS E NUTRICIONAIS DA PLANTA E PRODUTIVIDADE DE
MILHO EM DIFERENTES DENSIDADES POPULACIONAIS

RESUMO - Com o objetivo de avaliar o efeito do aumento da densidade populacional
sobre o metabolismo de C e N, a remobilizacdo e exportagdo dos nutrientes e as
caracteristicas agrondmicas das plantas de milho, conduziu-se um experimento nas
condicbes de campo em Jaboticabal-SP (48°15’18"W e 21°1522”S), na safra
2005/2006. Os tratamentos se basearam em cinco densidades populacionais do hibrido
AG 9010 (30, 45, 60, 75 e 90 mil plantas por ha), com quatro repeticdes. A adubacao de
semeadura foi realizada com 320 kg ha' da férmula 05-15-10 e, em cobertura foram
aplicados 134 kg ha' de N na forma de sulfato de aménio. As avaliacdes foram
realizadas nos estadios de pendoamento (VT) e de grao pastoso (R4), e na colheita
final de graos. O acumulo de massa seca, dos metabdlitos e as atividades enzimaticas
do metabolismo de C e N (em R4) nos colmos, folhas e graos por planta de milho
diminuiram em funcdo do aumento da densidade populacional, exceto a invertase
soluvel nos graos e sacarose sintase na folha. O estudo do metabolismo das plantas
em condi¢cées de campo assemelhou-se aos de cultivo de graos in vitro, quanto aos
aminodcidos livres e a atividade da sacarose sintase. A elevagdo da densidade de
plantas promoveu um maior redirecionamento de fotoassimilados para os gréos, uma
reducdo do acumulo dos macro e micronutrientes e da eficiéncia de remobilizacdo de N
e K, da parte vegetativa para os graos, e aumento na eficiéncia do uso dos nutrientes N,
P e K. O incremento na densidade populacional aumentou a altura das plantas e
insercdo da espiga, diminuiu 0 numero de espigas por planta, o nimero de graos por
espiga, da massa de mil grédos e da massa de graos por espiga. A produtividade de
gréos e a exportacdo dos nutrientes aumentaram com o aumento da densidade
populacional.

Palavras-chave: Zea mays L, caracteristicas agrondémicas, carboidratos, enzimas,

nitrogénio, remobilizacao.
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METABOLIC AND NUTRITIONAL PLANT ASPECTS AND CORN YIELD ON
DIFFERENT POPULATION DENSITIES

ABSTRACT - With the objective of evaluating the effect of the population density
increase on the C and N metabolism, the nutrients remobilization and exportation and
the agronomic characteristics of corn plants, a field experiment was carried out, at
Jaboticabal-SP (48°15'18”W e 21°15'22”S), in the agricultural year of 2005/2006. The
plots were represented by five population densities of the hybrid AG 9010 (30, 45, 60, 75
and 90 thousand plants per hectare), with four replications. Sowing fertilization was
performed with 320 kg ha™ of the formula 05-15-10 and side dressing with 134 kg ha™ of
N, by the form of ammonium sulfate. The variables were measured on the stages of
tassel (VT) and pasty grain (R4), and final grain harvest. The dry mass storage of the
metabolites and enzymatic activities of C and N metabolism (in R4) in the stalks, leaves
and corn plant grains deceased in function of the population density increase, except for
the soluble invertase in the grains and sucrose syntax in the leaves. In relation to free
aminoacids and sucrose syntax activity, the study of plant metabolism on field conditions
was very similar to the studies of grains in vitro. The plant density increase promoted a
bigger redirection of assimilates for the grains, reduction of the macro and micronutrients
storage and of the N and K remobilization efficiency, from the vegetative parts to the
grains, and increased the use efficiency of N, P and K nutrients. The enhance of the
population density raised the plant height and insertion of the first ear, decreased the
number of ears per plant, number of grains per ear, mass of a thousand grains and grain
mass per ear. Grain yield and nutrient exportation rose with the population density

increase.

Keywords: Zea mays L., agronomic characteristics, carbohydrates, enzymes, nitrogen,

remobilization.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS
1.1. Introducao

A densidade de semeadura merece atencdo especial no rendimento de uma
lavoura de milho, pois, diferentemente de outras culturas com grande capacidade de
perfilnamento, o milho é uma graminea muito sensivel a variagdo no estande
(FORNASIERI FILHO, 2007).

A elevacao da densidade de semeadura com a reducao do espagamento entre
as linhas na cultura do milho tem sido amplamente estudada no Brasil, especialmente
com relacdo a densidade 6tima e melhor arranjo de plantas para uma determinada
regiao (NOVAIS, 1970; PEREIRA, 1991; ALMEIDA et al., 2000), cultivar (NOVAIS,
1970; SANGOI et al., 2000), niveis e parcelamento de fertilizantes (AMARAL FILHO et
al, 2005) alteracdes na morfologia das plantas (SANGOI et al., 2000; ARGENTA et al.,
2001; SANGOI et al., 2002), componentes de producao (PEREIRA, 1991; MOLIN, 2000;
SHEEREN et al., 2004) e produtividade em cultivos adensados. Entretanto, existe uma
caréncia de informacbes quanto as alteracées que o adensamento pode causar no
metabolismo das plantas e que afetam diretamente a produtividade da cultura. O
metabolismo compreende os mecanismos fisiolégicos que definem o numero e tamanho
das espigas, o numero de grdos por espiga e 0 peso médio dos graos, que Sao 0S
componentes da produgédo de uma planta individual e que, aliado ao numero de plantas
por unidade de area, resultam na produtividade final de graos. O estudo deste aspecto
€ de fundamental importancia para se compreender o funcionamento das plantas em
distintas situacoes, para se detectar os eventos fisiolégicos que sdo favorecidos e os
que sao limitantes em cada caso. Tais informagdes sao indispensaveis para que se
possa planejar, de maneira racional, a implantacdo e o manejo da cultura ou, se for o
caso, direcionar melhoramento genético para se atingir a maxima eficiéncia e
lucratividade da cultura.

Dentro desse contexto, idealizou-se o presente trabalho com o objetivo de avaliar
a influéncia do aumento da densidade populacional sobre o metabolismo nitrogenado e



de carboidratos, no acumulo e particado dos nutrientes minerais na planta, e na

produtividade de grdos de milho.

1.2. Revisao de Literatura

1.2.1. Importancia econémica

O milho, um dos principais e mais tradicionais cereais cultivados em todo o
Brasil, ocupa posicéo significativa quanto ao valor da produgdo agropecuaria, com o
Brasil constituindo-se no terceiro maior produtor mundial, depois dos Estados Unidos da
América e da China, e o primeiro do Mercosul (CONAB, 2008; USDA, 2008).

O milho é cultivado na maior parte do territério nacional, no entanto, a
distribuicdo e adocado de elevada tecnologia se concentram particularmente nos
Estados do Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Goias e Santa Catarina, que apresentam
as maiores médias de produtividade. A producao total esta estimada em 53,4 milhdes
de toneladas para o presente ano agricola (2007/2008), superior em 2 milhdes (3,8 %) a
da safra 2006/07. Desse total, 38 milhdes (71,2%) sdo da 12 safra e o restante 15,4
milhdes (28,8%), sdo da 22 safra (CONAB, 2008).

O milho sempre foi destinado no mundo principalmente as atividades de criacao
de aves e suinos. Entretanto, nos ultimos anos, com a elevag¢ao dos precos do petroleo
e a necessidade de utilizagdo de combustiveis menos poluentes tém incentivado a
producdo de biocombustiveis (etanol), em especial nos EUA, a partir do milho em
graos, fazendo com que o mercado internacional desta “commodity” ficasse valorizado,
levando os produtores a investirem em melhores tecnologias visando ao aumento de
produtividade (WOHLENBERG, 2006).

1.2.2. Componentes da producao

Levando em conta que o Brasil vem dispondo de sementes com boa qualidade
fitossanitaria e bons atributos genéticos, bem como étimas condi¢des de radiagdo para



o processo fotossintético, considera-se que a baixa produtividade se deva ao manejo da
cultura ndo otimizado para nossas condi¢coes edafo-climaticas (FORNASIERI FILHO,
2007). A otimizagdo das condicbes de cultivo envolve a utilizagdo de cultivares
adequadas, o fornecimento de agua, de nutrientes e de radiagdo, que devem ser
convenientemente otimizados para possibilitar a maximizacdo da produtividade sem
ocasionar prejuizos econémicos para o agricultor nem causar problemas ecolégicos
(SMICIKLAS & BELOW, 1990). Entretanto, para se direcionar o desenvolvimento de
gendtipos e manejo apropriados, deve-se dispor do conhecimento dos componentes da
producédo e dos eventos fisioldégicos que os governam.

Segundo FORNASIERI FILHO (2007) a produtividade é funcdo de trés
componentes da producdo: numero de graos por area, numero de graos por espiga e
massa seca unitaria do grao (Figura 1). Desses, conforme o pesquisador, o numero de
espigas por area é o principal componente e esta diretamente relacionado com a
populacéo de plantas finais.

Figura 1 — Componentes da produ¢ao na cultura do milho.

O aumento populacional e o arranjo das plantas podem contribuir para a correta
exploracdo do ambiente e do gendtipo, com conseqiéncias no aumento da
produtividade de graos e do teor de proteina (AMARAL FILHO et al., 2005). O arranjo



de plantas pode ser manipulado basicamente por meio de alteracées na densidade de
plantas e no espagamento entre as linhas. A densidade de plantas é uma pratica de
estabelecimento da cultura que tem a maior interferéncia na produtividade do milho,
pois pequenas alteragcdes na populagdo podem afetar significativamente o rendimento
de graos (SANGOI & SILVA, 2006). Essa resposta ocorre porque 0 milho ndo possui
um mecanismo de compensacao de espagos tdo eficiente quanto as outras Poaceas,
pois raramente perfilha, possui baixa prolificidade e limitada flexibilidade de expansao
foliar (ANDRADE et al., 1999).

O espagamento entre as linhas de semeadura e o numero de plantas por metro
linear, tém sido discutidos com maior freqiiéncia pela melhor adaptacao da cultura ao
ambiente decorrente das variagdes morfoldégicas e genéticas apresentadas pelos
hibridos atuais de milho (menor altura de plantas e de inser¢cdo das espigas, menor
angulacado das folhas, e menor indice de area foliar), como forma de maximizar a
producdo de graos pela otimizacdo do uso de fatores de produgdo como agua, luz e
nutrientes disponiveis num agroecossistema (PALHARES, 2003). E ainda, distribuicao
mais uniforme das raizes e reducao da temperatura do solo (SHARRAT &
McWILLIAMS, 2005).

O milho é a graminea mais sensivel a variagdo na densidade de plantas. Para
cada sistema de producdo, existe uma populagdo que maximiza o rendimento de graos
(CRUZ et al., 2007). A populacao ideal para maximizar a produtividade de graos de
milho varia de 30 a 90 mil plantas por ha, dependendo da disponibilidade hidrica,
fertilidade do solo, ciclo da cultivar, época de semeadura e espagamento entre linhas
(FORNASIERI FILHO, 2007). Varios pesquisadores consideram o proprio gendtipo
como principal determinante da densidade de plantas (SILVA et al., 1999).

Na literatura é possivel de se encontrar diversas modifica¢cdes nas caracteristicas
agronémicas das plantas de milho submetidas a diferentes densidades populacionais.
AMARAL FILHO et al. (2005), por exemplo, estudando espagcamentos, densidades e
adubacgdes nitrogenadas na cultura de milho, verificaram aumento da massa de graos,
produtividade e teor de proteina com o aumento populacional das plantas de milho,
entretanto, obtiveram redugéo do nimero de graos por espiga.



SCHEEREN et al. (2004) estudando arranjos populacionais para o hibrido AG
9010, verificaram que para a altura de plantas e insercao de espigas, houve tendéncia
de aumento com o incremento da densidade populacional. Isso ocorre porque, devido a
maior competitividade das plantas por luz, ocasiona um incremento na altura das
plantas. E ainda, ndo observaram plantas acamadas e/ou quebradas na area
experimental. Para os componentes da producdo de grdos da cultura do milho, o
aumento da densidade populacional, promoveu aumentos no numero de espigas por
hectare e no rendimento de graos. O contrario ocorreu para a massa de graos por
espiga, que nas maiores densidades populacionais foram menores. Esses resultados
confirmam os encontrados por diversos autores (COORS & MARDONES, 1989;
CARNEIRO & GERAGE, 1991; FORNASIERI FILHO, 1992); similarmente aos
resultados obtidos, esses autores relatam que o maior tamanho da espiga em
densidades menores normalmente ndo é suficiente para compensar a produtividade
obtido em cultivos mais adensados.

Para TSAl (1982), no milho, a eficiéncia da distribuicdo de fotoassimilados
provoca aumento consideravel na produgdo. Em sistemas de producdo de milho
tropical, a producao de graos € menor do que aquela obtida em ambientes temperados
devido a ineficiente particao de fotoassimilados.

Embora seja evidente que o aumento da densidade populacional afeta a
producdo de graos, ndo esta clara a forma com a qual o metabolismo da planta reage a
diminuicao da fonte de fotoassimilados ou limitacdo do tamanho do dreno (TOLLENAAR
et al.,, 1992). H4, por isso, a necessidade de mais informag¢des sobre a maneira de
redistribuicao de fotoassimilados (MATTER et al., 2004; TOLLENAAR et al., 2000) e de

nutrientes em plantas de milho.
1.2.3. Relacao entre fonte e dreno de fotoassimilados na planta
A planta de milho possui elevado potencial produtivo e acentuada habilidade

fisiolégica na conversao de carbono mineral em compostos organicos, particularmente

carboidratos. A eficiente conversao da energia radiante em matéria seca deve-se, em



parte, ao processo fotossintético tipo “C4”, no qual o gas carbbnico é concentrado nas
células da bainha vascular das folhas (fonte), e os carboidratos produzidos sao
translocados para locais onde serdo estocados ou metabolizados (dreno) (FANCELLI &
DOURADO NETO, 2004; FORNASIERI FILHO, 2007).

Durante a fase de crescimento vegetativo, o transporte das substancias
sintetizadas nas folhas, se da na diregdo dos érgaos de utilizagao, identificados pela
intensa atividade metabdlica, como os meristemas, e que sdo designados drenos. Ao
atingir o estadio reprodutivo, a planta redireciona o fluxo de fotoassimilados, que passa
a priorizar as novas estruturas em desenvolvimento (espiga) e, na seqiéncia, os érgaos
de armazenamento (graos). No milho, o processo mais intenso de consumo e
acumulagdo dos fotoassimilados se concentra nos grdos em rapido crescimento
(MAGALHAES, 1995).

A atividade das fontes (folhas), durante o periodo de desenvolvimento vegetativo,
além de armazenar os fotoassimilados, também produz material de reserva, que é
acumulado temporariamente nas folhas e remobilizado posteriormente para as espigas
e os graos durante a fase reprodutiva (MAGALHAES, 1995).

As relacdes fonte/dreno nas plantas se alteram continuamente durante o ciclo.
As demandas metabdlicas dos diferentes 6rgdos determinam suas atividades como
sitios de exportacdo ou importacdo de fotoassimilados. Durante o crescimento da folha
ocorrem alteragbes nas fungdes fisioldégicas que levam este 6rgdo a desempenhar,
inicialmente, atividades de dreno. A partir de seu completo desenvolvimento, as folhas
passam a atuar como fonte (MAGALHAES, 1995).

GENT (1994) estudando a alocacao de fotoassimilados em plantas de trigo
propos trés modelos de alocagéo, que poderiam ser validos também para a planta de
milho. No primeiro modelo considera-se n&o haver reservas de fotoassimilados, como
todo o fluxo da fotossintese sendo direcionado a formacédo de biomassa estrutural
durante o crescimento vegetativo e, no crescimento reprodutivo, ao enchimento de
graos. Nesse modelo os excedentes da fotossintese sdo dissipados pela respiracao ou
a fotossintese sofre reducdo regulatéria. No segundo modelo, considera-se que 0s
fotoassimilados produzidos durante a fase vegetativa destinam-se tanto ao



desenvolvimento da planta quanto a formacao de reserva de biomassa que sustentaria
a respiragdo e a manutencdo durante o crescimento vegetativo e serviria, durante o
crescimento reprodutivo, também como fonte para o enchimento de gréos. No terceiro
modelo, propbe-se que o fluxo de fotoassimilados é primeiramente destinado para
pontos de reserva em diferentes érgdos da planta e que qualquer atividade, seja de
crescimento, manutencao ou reproducdo, seria dependente de uma conversao continua
desses fotoassimilados de reserva. Neste modelo n&o é considerado, portanto, que na
fase reprodutiva haja um fluxo da fotossintese direto para o crescimento de graos.

No caso de alteracdo no arranjo populacional de plantas de milho, existem
trabalhos recentes demonstrando que o incremento da densidade de plantas reduz a
disponibilidade de fotoassimilados para o enchimento dos grdos e a manutengdo das
demais estruturas do vegetal (SANGOI et al., 2000). No entanto, TOLLENAAR et al.
(1994), por sua vez, afirmam que apds a floragéo, o fluxo de fotoassimilados dentro da
planta é direcionado prioritariamente aos graos. Quando o aparato fotossintético nao
produz carboidratos em quantidade suficiente para a manutengcdo de todos os drenos
leva os tecidos da raiz e da base do colmo a senescerem precocemente, fragilizando
estas regides (TOLLENAAR et al., 1994).

Individualmente, estes assimilados sao importantes na participacdo do
crescimento e do desenvolvimento do milho (BELOW, 1995; KOCH, 1996; CAZETTA et
al., 1999). A sacarose proveniente dos tecidos-fonte, ao chegar as regides de utilizagao,
serda inicialmente hidrolisada antes de ser utilizada em algum processo metabdlico,
existindo dois possiveis sitios na célula vegetal para a ocorréncia desse evento. Em
alguns casos, a sacarose sera hidrolisada na regidao apoplastica das células dos
tecidos-dreno numa reacao catalisada pela enzima invertase soltvel. O resultado dessa
reacao € a producao de uma molécula de glicose e uma de frutose, as quais, por sua
vez, entram nas células com auxilio de transportadores de hexoses localizados na
membrana plasmatica (TUBBE & BUCKHOUT, 1992; YLSTRA et al., 1992). Outra
possibilidade € a assimilagdo da sacarose e sua metabolizagao dentro da célula, pela
enzima sacarose sintase, que ira produzir uma molécula de UDP-glicose e uma de

frutose. A ocorréncia de uma ou outra via, que ainda nao esta bem definida, parece ser



a preferéncia para a hidrélise mediada pela invertase da parede celular em tecidos-
dreno, nas fases iniciais do seu desenvolvimento (MILLER & CHOUREY, 1992;
ROITSH et al., 1995).

A sacarose (dissacarideo ndo redutor, formado por uma molécula de glicose e
uma de frutose), responsavel pelo fornecimento de C é um precursor para a producao
de amido (polissacarideo nao redutor, formado de muitas moléculas de glicose; e
composto por dois polissacarideos: amilose (fragao soluvel, 20%) e amilopectina (fragéo
insoltvel, 80%)), que é usado para a geracao de energia. A sacarose que chega ao
grdo em desenvolvimento, proveniente da parte vegetativa, é a principal matéria prima
utilizada para a biossintese do amido durante o periodo de crescimento do endosperma
(MATHER & GISER, 1951; JENNER & RATHJEN, 1977; OSHIMA et al., 1990). A
sacarose é considerada importante por ser um regulador do gradiente de pressao de
translocacgao entre o tecido-fonte e o dreno (ZINSELMEIER et al., 1995), em razao das
enzimas do metabolismo da sacarose, tanto as invertases soluveis e a ligada, como a
sacarose sintase (ROITSCH, et al.,, 1995). No entanto, a manifestacdo e a sintese
destas enzimas tém sido apresentadas por serem reguladas pelo fornecimento de
carboidratos (KOCH, 1996).

Uma grande variedade de enzimas atua no metabolismo da sacarose e hexoses
em graos de milho (COX & DICKINSON, 1973; DOEHLERT et al., 1988; DOEHLERT &
FELKER, 1987; DOEHLERT et al., 1988; LEE & SETTER, 1985; OZBUN et al., 1973;
TSAI et al.,, 1983; PREISS, 1982). A sacarose pode ser metabolizada tanto pela
invertase quanto pela sacarose sintase (PREISS, 1982). Sendo que, numa maneira
mais especifica, segundo AVIGAD (1982), a invertase insoluvel, esta localizada no
citoplasma, com uma maxima atividade em pH 7,0, e a sua isoforma, a invertase
soluvel, possui uma maxima atividade ao redor do pH 5,0, sendo encontrada em pelo
menos duas regides sub-celulares: no vacuolo (tonoplasto) e outra, considerada
“extracelular”, que estdo no apoplasto e uma significante parte na parede celular. A
sacarose sintase normalmente esté localizada no citoplasma das células. Assim, com
esta diferenga de distribuicdo, considera-se que a invertase seja responsavel pela
manutencao de um gradiente de concentracdo de sacarose entre o floema e a parte



basal do endosperma podendo, portanto, auxiliar na transferéncia da sacarose do
floema para dentro do gréo em desenvolvimento (DOEHLERT & FELKER, 1987).

A atividade da sacarose sintase, correlacionando com a biossintese dos graos,
indica que deve ser importante na conversdo de sacarose em amido, proteina e
lipideos, porém, a disponibilidade de sacarose parece nao ser tdo importante no final do
processo de maturacdo do gréo, quando o grao ja esta praticamente cheio, durante a
maturacdo (CHEVALIER & LINGLE, 1983; KUMAR & SINGH, 1984). Segundo
DOEHLERT & FELKER (1987), a invertase pode ser encontrada principalmente no
pedicelo e na porgao inferior do endosperma, enquanto que a sacarose sintase esta
localizada na parte superior do endosperma.

Além do controle exercido pela sacarose, glicose e frutose, sobre 0 metabolismo
e o desenvolvimento dos graos, como preconizam DOEHLERT et al. (1988), os
metabdlitos do nitrogénio parecem também afetar a deposi¢cdo do amido (MATHER &
GISER, 1951; SINGLETARY & BELOW, 1989; SINGLETARY et al., 1990). Suspeita-se
que a deficiéncia de tais metabdlitos prejudica a biossintese de enzimas-chave na
sintese do amido (SINGLETARY et al., 1990), podendo-se destacar a sacarose sintase.

No desenvolvimento dos graos, mais especificadamente do endosperma, séao
consideradas duas fases distintas, quer sejam: a de divisdo celular e a de enchimento
do grdo. A primeira fase tem duracdo de aproximadamente de 26 dias apds a
polinizacdo e é caracterizada pelo acumulo de sais e constituintes soluveis, tais como:
aminoacidos, agucares, nucleotideos, bem como sintese de proteinas, DNA e RNA. Na
segunda fase ocorre por volta de 39 dias apds a polinizagdo, os constituintes sollveis
sdo utilizados para a biossintese de macromoléculas, principalmente o amido, sendo
que esta € uma fase de desenvolvimento linear do endosperma, em termos de acumulo
de matéria seca (INGLE et al., 1965).

Alguns autores consideraram que a somatoria de sais, agucares e aminoacidos
que se acumularam na primeira fase de desenvolvimento dos gréos seria responséavel
pela determinagdo de um gradiente osmético, o qual controlaria o descarregamento do
floema para os tecidos adjacentes do endosperma, induzindo a expansao dos graos
(MIFFLIN & SHEWRY, 1981).
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Dentre os componentes solUveis encontra-se a fragdo albumina, que contém a
maioria das proteinas soluveis, dentre as quais as proteinas enzimaticas (CULLEY et
al., 1984). Tal fragdo atinge a concentracdo maxima ao redor dos 20 dias apéds a
polinizacdo e diminui nos estagios finais de desenvolvimento do grao (CULLEY et al.,
1984). Muitas das enzimas desta fragdo estdo envolvidas no metabolismo de
carboidratos, na sintese do amido e no metabolismo do N e tém suas atividades
significativamente aumentadas durante o periodo de granacdo do grdao (SODEX &
WILSON, 1977; TSAI et al., 1970; TSAIl et al., 1978). Assim sendo, a absorcdo e
assimilacdo do N pela planta € absolutamente essencial para a biossintese de
proteinas, dentre elas as enzimas, o que explica o fato do N desempenhar papel
fundamental na manutencdo do metabolismo dos carboidratos (SINGLENTARY et al.,
1990; FALEIROS et al., 1996; CAZETTA, et al., 1999; FERREIRA et al., 2002), fazendo
com que os metabolismos de C e N sejam interligados na determinacao da producéao de
graos de uma planta individual e da produtividade (SINGLETARY & BELOW, 1989).

O nitrogénio, por sua vez, para que entre no metabolismo, precisa ser
transportado e distribuido dentro da planta e, dentro das células sofrer os processos de
assimilagao bioquimica, processos estes cuja eficiéncia, isoladamente ou no conjunto,
controlam a producdo de graos (CAZETTA, 1997). A assimilacdo do nitrogénio esta
intimamente relacionada com as reagdes da fotossintese e metabolismo de
carboidratos, tanto pela necessidade de energia para redugdo do nitrato a amaénio,
como também pelo fornecimento de cadeias carbbnicas necessarias para a
incorporacdo de amoénio na formagcdo dos aminoécidos (BREDEMEIER &
MUNDSTOCK, 2000; BELOW, 2002). Segundo SEEMANN et al. (1987), esses dois
processos sao estreitamente interligados, pois a energia necessaria para a assimilagao
do nitrogénio deriva direta ou indiretamente da fotossintese e a capacidade
fotossintética, por sua vez, depende do nitrogénio, pois grande parte do nitrogénio das
folhas esta alocado nas proteinas envolvidas no processo fotossintético.

O nitrogénio é o Unico, entre os nutrientes minerais, que pode ser absorvido
pelas plantas em duas formas distintas, tanto na forma de anion NO3’, como de cation
NH,4", sendo incorporado em aminoacidos na prépria raiz ou na parte aérea das plantas
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(BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000). Sabe-se que o milho utiliza, preferencialmente,
nos primeiros estadios de desenvolvimento o ion aménio (NH;*) e o ion nitrato (NO3))
nos estadios finais (WARNCKE & BARBER, 1973). No entanto a utilizacao de fontes de
N mineral (NOs, NH;") pelas plantas é determinada pelas condigées ambientais e,
particularmente, pelas condigbes de solo em disponibilizar essas duas formas. Nesse
sentido, a NO3" € a forma de N mais disponivel nos solos agricolas aerados onde a
nitrificacdo nao é inibida (WINREN et al., 1977).

Como a forma mais disponivel do N nos solos tropicais € o nitrato, a redutase do
nitrato é a primeira enzima envolvida na via de incorporacdo do nitrato, sendo
considerada o passo limitante na incorporacao do nitrogénio mineral em compostos
organicos. Sendo assim, considerada uma enzima chave na regulagdo do metabolismo
do N, ja que o nitrato absorvido pelas raizes deve ser reduzido a NH," antes de ser
incorporado em compostos organicos no sistema radicular ou principalmente, na parte
aérea (STOLZ & BAZU, 2002; STITT et al., 2002; CAZETTA & VILLELA, 2004).

A redutase do nitrato foi considerada enzima chave na regulacdo do metabolismo
de N na década de 70 (BEEVERS & HAGEMAN, 1969), em razao que o nitrato
absorvido pelas raizes deve ser reduzido a aménio antes de ser incorporado em
compostos organicos, seja no sistema radicular, seja na parte aérea. Ela é a primeira
enzima na cadeia de redugao do nitrogénio dentro do processo de assimilacdo do N nas
plantas (PURCINO et al., 1994). Por causa desse seu papel regulador, a atividade da
redutase do nitrato poderia estar relacionada, indiretamente, com a produtividade das
culturas. Isso com base na pressuposicdo de que plantas com alta atividade da
redutase do nitrato teriam maior capacidade de assimilar o nitrato disponivel e, em
consequéncia, maior capacidade em responder a adubagao nitrogenada (BEEVERS &
HAGEMAN, 1969). Varios trabalhos experimentais foram conduzidos para testar essa
hipétese e para avaliar a possibilidade de se utilizar a atividade dessa enzima como
ferramenta auxiliar no desenvolvimento de gendétipos mais produtivos ou mais eficientes
no uso do nitrogénio (HAGEMAN et al., 1967; HAGEMAN & LAMBERT, 1988;
PURCINO et al., 1994).
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Uma vez incorporado as plantas o N-organico, por sua vez, encontra-se em
equilibrio dindmico, sendo continuamente desdobradas e sintetizadas substéancias
nitrogenadas, o que permite o acumulo e translocagcdo de N em diferentes 6rgaos,
dependendo da fase de desenvolvimento ou estresse em que a planta estd sendo
submetida (PRADO, 2008).

Existem evidéncias de que o colmo das plantas de milho funciona
alternativamente como 6rgao de importagdo e exportagcdo de compostos nitrogenados
durante o desenvolvimento da planta e que, conforme as condicdes fotossintéticas, o
manejo e a demanda pelos demais érgaos, boa parte dos fotossintatos necesséria para
o desenvolvimento dos grdos em formacdo pode vir do colmo e nédo apenas da
fotossintese corrente (SILVA, 2002).

Um outro fator que é alterado pelo incremento populacional de plantas de milho,
e, que esta relacionado com o comportamento de fonte e dreno de fotoassimilados, € a
capacidade de redistribuicdo de nutrientes das diferentes partes da planta para os
graos. RODRIGUES (1977) e POLLMER et al. (1979) verificaram que por meio da
interacdo do hibrido e o ambiente, ocorre efeitos diferenciais na eficiéncia de
translocacdo de nutrientes para os grdos. A mobilidade dos nutrientes nas plantas
(redistribuicdo pelos érgaos no floema) varia de elemento para elemento, ou seja, as
funcbes que o nutriente exerce na planta determinam sua mobilidade, e também sofre
interferéncias do meio de cultivo e da espécie/cultivar (MARSCHNER, 1995; HORST et
al., 1993; FERREIRA et al., 2001; PRADO, 2008).

O que se sabe € que a redistribuicdo de um nutriente na planta € um processo
secundario e se refere a translocacdo do mesmo desde os locais onde foram
depositados pelo movimento da agua no xilema (CERDA et al., 1982) até atingir outros
orgaos através dos vasos do floema. Assim, normalmente, os solutos (nutrientes)
depois de absorvidos tendem a acumular em 6rgdos com maior taxa de transpiracao
(como as folhas maduras) em detrimento a outros érgaos (frutos, por exemplo). Para
equacionar, este problema é que as plantas redistribuem os nutrientes nos diferentes

6rgaos, via vasos do floema.
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Em culturas anuais, a taxa de redistribuicdo dos nutrientes na fase reprodutiva
pode ser fator de producado, pois satisfaz parte significativa da exigéncia no final do
cultivo da cultura (PRADO, 2008). Este tipo de assunto é comumente estudado a niveis
de adubacao (MALAVOLTA, 2005) e em condicao de estresse hidrico (XU et al., 2005;

XU et al., 2006), com os nutrientes N e K.
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CAPITULO 2 — DENSIDADE POPULACIONAL, METABOLISMO DE CARBONO E
NITROGENIO E A PRODUCAO DE GRAOS EM PLANTAS DE MILHO

RESUMO: Pouca énfase tem sido dada ao estudo do metabolismo de carboidratos e de
nitrogénio em plantas de milho submetidas a diferentes densidades de plantas por
unidade de area. Neste trabalho, objetivou-se avaliar as alteragdes no metabolismo de
carbono e nitrogénio em plantas de milho, no periodo de enchimento dos gréos, em
funcdo do aumento da densidade populacional. O experimento foi instalado em um
Latossolo Vermelho eutréfico tipico, textura argilosa, A moderado, nas condi¢cdes de
Jaboticabal-SP (48°15’18"W e 21°1522”S), em 23 de novembro de 2005. O
delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, constituido por cinco tratamentos
formados por densidades populacionais do hibrido AG 9010 (30, 45, 60, 75 e 90 mil
plantas por ha), com quatro repeticdes. A adubagdo de semeadura foi realizada com
320 kg ha' da férmula 05-15-10 e, em cobertura foram aplicados 134 kg ha™' de N na
forma de sulfato de aménio, com 60% do total no estadio V4 e 40% no estadio V8.
Avaliaram-se os acumulos de agucares redutores, sacarose, amido, aminoacidos livres
totais, e proteinas solluvel e bruta, e as atividades da invertase soluvel e ligada,
sacarose sintase em colmos, folhas e graos, e redutase do nitrato nas folhas das
plantas de milho nos estadios de pendoamento (VT) e de grao pastoso (R4). O acumulo
de massa seca e dos metabdlitos de C e N nos colmos, folhas e graos das plantas de
milho diminuiram em fungdo do aumento da densidade populacional. Os menores
adensamentos promoveram um ritmo de sintese de agucares simples maior que o ritmo
do uso dos mesmos para a sintese de amido. A atividade da invertase soluvel e ligada,
sacarose sintase nas folhas, nos colmos e nos graos, e da redutase do nitrato nas
folhas foram menores com o aumento populacional em R4, exceto para a invertase
soluvel nos graos e sacarose sintase na folha. O estudo em condi¢gées de campo sobre
o metabolismo das plantas assemelhou-se aos dos cultivos de graos in vitro, quanto

aos aminoacidos livres e a atividade da sacarose sintase.

Palavras-chave: Zea mays L., adensamento, enzimas, metabdlitos.
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Population density, carbon and nitrogen metabolism and corn grain production

ABSTRACT: Little emphasis has been given to the study of carbohydrates metabolism
and nitrogen in corn plants submitted to different plant densities per unit of area. The
present work had the objective of evaluating the changes of carbon and nitrogen
metabolism in corn plants, during the grain filling, with the increase of population density.
The experiment was carried out in a Typical Haplustox, clayey texture, at Jaboticabal —
SP (48°18’58” W 21°15°22”S), on the 23 of November of 2005. The experimental design
was a complete randomized block, where the plots were represented by five population
densities of the hybrid AG 9010 (30, 45, 60, 75 and 90 thousand plants per hectare),
with four replications. Sowing fertilization was performed with 320 kg ha™ of the formula
05-15-10 and side dressing with 134 kg ha™ of N, by the form of ammonium sulfate, with
60% on V4 stage and 40% on V8 stage. The following variables were measured in corn
plants, at the VT and R4 stages: reductive sugars, sucrose, starch, total free
aminoacids, soluble protein, crude protein, soluble and linkaged invertase activity,
sucrose syntax in stalks, leaves and grains and nitrate reductase in leaves. The storage
of dry mass and C and N metabolites in the stalks, leaves and grains of the corn plants
decreased in function of the population density increase. The smallest densities
promoted a bigger simple sugar synthesis rhythm than the rhythm of their use for the
starch synthesis. The activity of the soluble and linkaged invertase, sucrose syntax in
stalks, leaves and grains and nitrate reductase in leaves were smaller with the
population increase in R4, except for the soluble invertase in the grains and sucrose
syntax in the leaves. Relating to free aminoacids and sucrose syntax activity, the study

of plant metabolism on field conditions was very similar to the studies of grains in vitro.

Key words: Zea mays L., plant competition, enzymes, metabolites.
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2.1. Introducao

A planta de milho possui elevado potencial produtivo e acentuada habilidade
fisioldgica na conversao de carbono mineral em compostos organicos (FANCELLI &
DOURADO NETO, 2004; FORNASIERI FILHO, 2007). A eficiéncia desta conversao de
energia radiante em fitomassa depende de fatores genéticos, climaticos, edaficos e de
manejo, destacando-se as praticas culturais como a densidade populacional e o
espagamento entre linhas (SANGOI, 2001).

O aumento da densidade populacional acompanhada da redugdo do
espacamento resulta em aumento de produtividade por area. No entanto, avaliando por
planta os efeitos do incremento da densidade populacional, observa-se uma redugéo da
disponibilidade de fotoassimilados para o enchimento dos grdos e manutencado das
demais estruturas do vegetal (SANGOI et al., 2000). Quando o aparato fotossintético
nao produz carboidratos em quantidades suficientes para a manutencdo de todos os
drenos, a maior demanda exercida pelos graos por estes produtos leva os tecidos
foliares da base da planta a senescerem precocemente (TOLLENAAR et al., 1994).

No estabelecimento dos gréos, na formacéo inicial e o ritmo de enchimento dos
mesmos sao determinados pela atividade metabdlica da folha (fonte de fotoassimilados)
como também dos gréos (dreno de fotoassimilados), onde o nitrogénio desempenha
papel fundamental na manuten¢do do metabolismo dos carboidratos (SINGLENTARY et
al., 1990; FALEIROS et al., 1996; CAZETTA, et al., 1999; FERREIRA et al., 2002).

Individualmente, esses carboidratos sdo importantes no crescimento e no
desenvolvimento do milho (BELOW, 1995; KOCH, 1996; CAZETTA et al., 1999). A
sacarose, responsavel pelo fornecimento de C é um precursor para a producdo de
amido. A sacarose é considerada importante também por ser um regulador do gradiente
de pressao de translocagao entre o tecido-fonte e o dreno (ZINSELMEIER et al., 1995).
E ainda, a manifestacdo e a sintese destas enzimas sao reguladas pelo aumento da
glicose e frutose, para as invertases soluvel e ligada, e UDP-glicose e frutose para a
sacarose sintase (KOCH, 1996), sendo este carboidrato sintetizado pelas enzimas
invertases soluvel e ligada e a sacarose sintase (ROITSCH, et al., 1995).
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O nitrogénio, por sua vez, para que entre no metabolismo, precisa ser absorvido,
transportado e distribuido dentro da planta e, dentro das células sofrer os processos de
assimilacdo bioquimica. Esses processos cujas eficiéncias, isoladamente e no conjunto,
controlam a producdo de graos (CAZETTA, 1997). A assimilacdo do nitrogénio esta
intimamente relacionada com as reagdes da fotossintese e metabolismo de
carboidratos, tanto pela necessidade de energia para redugdo do nitrato a amonia,
como também pelo fornecimento de cadeias carbdnicas necessdrias para a
incorporagcdo de amoénia na formagdo dos aminodcidos (BREDEMEIER &
MUNDSTOCK, 2000; BELOW, 2002).

Normalmente, os estudos com metabolismo de plantas submetidas a diferentes
relagdes fonte e dreno de fotoassimilados sdo desenvolvidos em condi¢gées de casa de
vegetacao ou em laboratérios através de técnicas de hidroponia (GENTRY & BELOW,
1993), infusdo no colmo (BOYLE et al., 1994) e ainda crescimento de graos in vitro
(CAZETTA et al.,, 1999). Apesar de tais técnicas apresentarem as vantagens de
conseguir maior controle no suprimento de assimilados para o grédo, apresentarem
maior facilidade na conducédo do experimento e controle dos fatores ambientais que
interferem no estabelecimento e formacao dos graos (FALEIROS et al., 1996), estes
estudos n&o refletem as condigbes das plantas no campo, havendo assim a
necessidade de se estudar a fisiologia das plantas quando submetidas as reais
condicdes de cultivo.

Neste contexto, idealizou-se o presente trabalho com o objetivo de avaliar as
alteragdes no metabolismo de carbono e nitrogénio em plantas de milho, no periodo
inicial de enchimento dos graos, em fungao do aumento da densidade populacional, sob
as condig¢des de cultivo no campo.

2.2. Material e Métodos
O trabalho foi realizado no ano agricola de 2005/2006, em Jaboticabal, SP,

Brasil, situado a 48°18'58” de longitude Oeste e 21°15’22” de latitude Sul, altitude de
575 m e clima, segundo a classificacao de Képpen, Cwa.
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O solo da area experimental é do tipo Latossolo Vermelho eutréfico tipico, textura
argilosa, A moderado caulinitico hipoférrico de relevo suave ondulado (EMBRAPA,
1999). Nesta area, anteriormente ao experimento, tinham cultivado soja por dois anos
consecutivos. O resultado da andlise quimica na camada de 0-20 cm, segundo a
metodologia de RAIJ & QUAGGIO (1983), apresentou os valores de pH em CaCl; = 6,1;
M.O. = 25 g dm’®; P(resina) = 84 mg dm™; K = 3,7 mmol. dm™; Ca = 63 mmol, dm™; Mg
= 50 mmols dm.3; H + Al = 20 mmol, dm™; SB = 116,7 mmol, dm™; CTC = 136,7 mmol,
dm?®e V = 85%.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso com quatro
repeticdes. Os tratamentos foram constituidos de cinco densidades populacionais (30,
45, 60, 75 e 90 mil plantas por ha). Utilizou-se o hibrido simples AG 9010 de ciclo
precoce, e plantas de porte baixo e folhas eretas, e cultivado em condi¢des de sequeiro.

O manejo do solo foi realizado em sistema convencional (uma aracao e duas
gradagens). As parcelas foram demarcadas em dez linhas espagadas de 0,45 m com 6
m de comprimento. Com base na analise quimica deste solo e recomendacdes de RAIJ
& CANTARELLA (1997), realizou-se a adubagéo no sulco de semeadura, com 16 kg ha’
"de N, 48 kg ha de P,Os, 32 kg ha' de K:0, 22 kg ha de S e 9,6 kg ha™ de Zn. A
semeadura foi efetuada manualmente, no dia 23 de novembro de 2005, utilizando-se
duas sementes a cada ponto equidistantes entre si na linha de semeadura, em
distancias que correspondiam a diferentes densidades populacionais (0,74; 0,49; 0,37;
0,30 e 0,25 m, respectivamente), com posterior desbaste no estadio V3 (irés folhas
completamente desenvolvidas), deixando-se uma planta em cada ponto. A adubagéo de
cobertura foi realizada com sulfato de aménio, manualmente, aplicando-se 134 kg ha’
de N, sendo parcelado em 60% deste total no estddio V4 e 40% no estadio V8,
seguindo as orientagdes de RAIJ & CANTARELLA (1997).

Para a determinagdo dos teores de metabdlitos e das atividades enzimaticas
foram realizadas amostragens nos estadios VT (pendoamento) e R4 (grao pastoso) da
planta de milho (RITCHIE & HANWAY, 1993), com um intervalo de 21 dias. Com o
auxilio de um estilete foram retiradas amostras da parte central da folha mais préxima

da espiga, do primeiro internddio do colmo abaixo da inser¢ao da espiga e dos graos do
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apice e da base da espiga, de dez plantas de cada parcela, formando uma amostra
composta. As amostras foram identificadas e, seguindo as indicagbes de SINGLETARY
et al. (1990), imediatamente mergulhadas em nitrogénio liquido. No laboratério foram
liofilizadas, moidas em almofariz contendo nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C.

Para a extragdo dos metabdlitos, consideraram-se amostras com massa de 25
mg. Em seguida a amostra foi agitada em um tubo de centrifuga contendo 1 mL de
etanol 80% e em seguida colocou-se em banho-maria a 60°C, por 30 minutos. Apos
centrifugacao durante 20 minutos a 1.200g o sobrenadante foi retirado, adicionado mais
1 mL de etanol 80% repetindo-se o0 processo por mais duas vezes, juntou-se 0s
sobrenadantes e o volume completado para 8 mL com agua deionizada (SINGLETARY
& BELOW, 1989; FALEIROS et al., 1996). Neste extrato foram determinados os teores
de acucares redutores através da reacdo com DNSA (acido 3,5-dinitrosalicilico), com
posterior determinacado espectrofotométrica a 520 nm, seguindo as indicacbes de
FALEIROS et al. (1996). Os teores de sacarose foram determinados através da reacao
quantitativa com resorcinol, com posterior leitura espectrofotométrica a 520 nm (FIEUW
& WILLENBRINK, 1987). Os teores de aminodcidos livres foram determinados pela
reacdo quantitativa com ninhidrina, com posterior determinacao espectrofotométrica a
570 nm (MOORE, 1968). Para determinagdo do amido, o residuo da centrifugacao foi
suspendido com 1 mL de KOH 0,2 N e aquecido por 30 minutos. Apés ajustado o pH
para aproximadamente 5,0 pela adicdo de &cido acético 1 N, foi adicionado 1 mL de
tampdo acetato 50 mM, pH 5,0, contendo amiloglicosidase (50 Ul.mL™") e amilase (50
Ul.mL™) e, entdo, incubados por 24 horas a 36°C. Ap6s a incubacdo a suspenséo foi
centrifugada por 20 minutos a 1200 g, o sobrenadante retirado, completando-se o
volume para 5 mL, sendo feita a determinacao dos agucares redutores formados pelo
método do DNSA e os valores multiplicados por 0,9, obtendo-se o equivalente de amido
(BROWN & HUBBER, 1988; FALEIROS et al., 1996).

A extragdo das enzimas e de proteinas soluveis foi realizada de acordo com as
indicacbes de SINGLETARY et al. (1990). Uma quantidade de 100 mg de amostra
liofilizada foi homogeneizada (homogenizador tipo Turrax) por 30 segundos, a 4°C, em
2 mL de tampao extrator HEPES (acido N-2-hidroximetilpiperazina-N’-2-
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etanossulfénico) 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl2.6H.O 5mM e DTT (Ditiotreitol) 1 mM,
submetido a uma centrifuga refrigerada (20.000 g, 4°C, 20 minutos). O sobrenadante foi
transferido para tubos de dialise “Spectrapor 47, e dialisado em tampao HEPES 10 mM,
pH 7,2, contendo MgCl,.6H>O 5mM e DTT 1 mM, durante 24 horas a 4°C.

A atividade da invertase soluvel foi determinada de acordo com DOEHLERT &
FELKER (1987), transferindo uma aliquota do extrato dialisado num meio reacional
contendo tampéao acetato 200 mM, pH 5,0 e sacarose 10 mM. A reacdo desenvolvida a
uma temperatura de 30°C, foi interrompid