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EFEITO DE DIFERENTES RELAGOES FOLHAS/GRAOS SOBRE O METABOLISMO
DO NITROGENIO EM DIFERENTES PARTES DA PLANTA DE MILHO

RESUMO - Embora esteja bem estabelecido pelos experimentos classicos, qual sdo os
fatores que limitam a producdo, o funcionamento da planta na fase reprodutiva que
envolve um complexo relacionamento tanto entre 6rgaos fonte e dreno de fotossintatos
como do metabolismo do nitrogénio em ambos os tipos de orgaos, ainda permanece
pouco esclarecido. Assim sendo, na fase de polinizacdo foram impostas diferentes
proporc¢des de folhas (% de fonte) e de gréaos (% de dreno) em plantas de milho para
estudar o efeito destes tratamentos sobre o comportamento do metabolismo do
nitrogénio em graos, folhas e colmos, em diferentes etapas da fase reprodutiva da
cultura e suas relagbes com a producdo de massa seca, desenvolvimento de gréos,
bem como desenvolvimento e senescéncia das folhas. Avaliou-se atividade de algumas
enzimas, o teor dos principais metabdlitos nitrogendados nas folhas, nos colmos e nos
graos em formag&do, bem como os reflexos destas variaveis sobre algumas
caracteristicas agronémicas aos 2, 10, 20 e 30 dias apds a polinizagdo (dap). Os
resultados do presente trabalho permitiram esclarecer que a atividade da redutase do
nitrato na folha nao foi afetada pelas alteragcdes nas proporcdes de fonte e dreno de
fotossintatos. Os teores de N-total, N-nitrato e N-aminoacidos livres, nas folhas, colmos
e endospermas foram mais intensamente afetados quanto mais drasticas foram as
reducdes de folhas ou gréos. As reducdes da fonte e dreno promoveram aumentos
significativos nos teores de N-total, N-nitrato e N-aminoacidos livres nas partes
remanescentes analisadas. Os teores de proteina soluvel foram mais afetados nos
graos, onde os maiores valores foram encontrados aos 10 dap., nos tratamentos sem
folhas e sem graos. A GOT e GPT tiveram atividades maximas aos 10, 20 e 10 dap em
graos, folhas e colmos, respectivamente, sendo que o desfolhamento total e a auséncia
de gréos na espiga estimularam a atividade das transaminases nas diferentes partes da
planta. A atividade da GPT foi 95%, 31% e 61% inferior a da GOT nas folhas,
endospermas e colmos, respectivamente. O controle do numero de graos nao afetou a
massa seca das folhas ao longo do periodo avaliado ao passo que a massa seca dos

colmos diminuiu com a redugao do numero de folhas por planta e aumentou com a



reducdo do numero de graos, efeito visualizado aos 20 dap. As redugdes de 66% e
33% no numero de folhas reduziram a produgao de graos aos 30 dap em 58% e 20%,
respectivamente e a redugcédo de 75% e 50% no numero de grdos, promoveu a

producao de 17% e 48%, respectivamente, quando comparados ao controle.

Palavras Chave: aminoacidos livres, metabolismo do nitrogénio, N-nitrato, redutase do

nitrato, relagdes fonte — dreno, transaminases

EFFECT OF DIFFERENT RELATIONSHIP LEAVES/GRAINS ON THE METABOLISM
OF THE NITROGEN IN DIFFERENT PARTS OF MAIZE PLANT

ABSTRACT: Although it is well very established, for the classic experiments, which are
the factors that limit the production, the operation of the plant in the reproductive phase
that involves a compound so much relationship between organs source and
fotossintatos drain as of the metabolism of the nitrogen in both types of organs, it
remains unclear. Like this being, in the pollination phase different proportions of leaves
were imposed (% of source) and of grains (% of drain) in corn plants to study the effect
of these treatments on the behavior of nitrogen metabolism in grains, leaves and stems,
in different stages during reproductive phase of the culture and your relationships with
the production of dry mass, development of grains, as well as development and
senescence of leaves. Enzymes activity were evaluated (NR, TGO and TGP), the level
of main metabolites (N-total, N-nitrate, free amino acids and soluble protein) in the
leaves, in the stems and in the grains in formation, as well as the reflexes of these
varied on the agronomic characteristics (mass evaporates of leaves stems and grains),
to the 2, 10, 20 and 30 days after the pollination (dap). The results of the present work
allowed to clear that the activity of the nitrate reductase in the leaf was not affected by
the alterations in the source proportions and photoassimilated drain. The levels of N-
total, N-nitrate and free N-amino acids, in the leaves, stems and endosperms were more
intensely affected the more drastic they were the reductions of leaves or grains. The

reductions of the source and drain promoted significant increases in the levels of N-total,



N-nitrate and free N-amino acids in the analyzed remaining parts. The soluble protein
concentration was more affected in the grains, where the largest values were found to
the 10 dap, in the treatments without leaves and grains. TGO and TGP had maximum
activities to the 10, 20 and 10 dap in grains, leaves and stems, respectively, and the
total defoliation and the absence of grains in the ear of corn stimulated the activity of the
transaminases in the different parts of the plant. The activity of TGP was 95%, 31% and
61% inferior to the one of TGO in the leaves, endosperms and stems, respectively. The
grains number didn't affect the mass it evaporates of the leaves along the appraised
period while the mass evaporates of the stems it decreased with the reduction of the
number of leaves for plant and it increased with the reduction of the number of grains,
effect visualized at 20 dap. The reductions of 66% and 33% in the number of leaves
reduced the production of grains at 30 dap in 58% and 20%, respectively and the
reduction of 75% and 50% in the number of grains, promoted the production of 17% and

48%, respectively, when compared to the control.

Key words: free amino acids, metabolism of the nitrogen, N-nitrate, reductase of the

nitrate, source/sink relationships, transaminases



CAPITULO 1- CONSIDERAGOES GERAIS

INTRODUGAO

O que tem levado alguns paises a se destacarem na produgdo de milho com
elevadas produtividades € o grande numero de pesquisas basicas e a aplicagdo racional
de tais conhecimentos no desenvolvimento de gendtipos e técnicas de manejo adequadas
as suas condigcbes. Possuindo caracteristicas edafo-climaticas proprias, relativamente
poucos estudos relacionando o metabolismo com os fatores de produgdo do milho tém
sido realizados no Brasil, e grande parte da tecnologia tem sido importada, quase sempre
a elevado custo e nem sempre apropriada, ou conveniente, as nossas caracteristicas
de clima, de solo, de biodiversidade ou mesmo econdmicas.

Se ndo atentarmos para esses fatos, de nada valera ao Brasil o enorme esforgo
de seus pesquisadores e vultuosos montantes financeiros gastos pelo pais no
desenvolvimento de trabalhos como os famosos projetos genoma, se nao
desenvolvermos paralelamente o conhecimento do metabolismo que da a base tedrica
sélida para o manejo adequado da cultura e desenvolvimento de novas variedades
adequadas as nossas condigdes. Caso contrario, ndo saberemos o que fazer com
conhecimentos tdo especificos como, por exemplo, a sequéncia e localizagdo dos
genes num determinado cromossomo, pois nem mesmo teremos compreendido
claramente o comportamento do metabolismo primario, que é o que governa o
desenvolvimento e produgédo da planta. Nao obstante, alguns grupos de pesquisa tém
estudado o metabolismo do nitrogénio em plantas cultivadas, porém estas pesquisas
dao enfoque principalmente a avaliacdo de cultivares; nutricdo de plantas; fontes,
épocas e formas de suprimento de Nitrogénio, sendo escassas as informagdes sobre 0
estudo de relacdes fonte e dreno de fotoassimilados, especialmente em experimentos
de campo (Kiniry et al., 1990). Atualmente se conhece bem quais sdo os fatores que
afetam a produgcdo, mas o funcionamento da planta na fase reprodutiva envolve um

complexo relacionamento tanto entre 6rgdos de fonte e dreno de fotoassimilados, como



do metabolismo do nitrogénio em ambos tipos de 6rgaos, que ainda permanece pouco
esclarecido.

Levando em conta o acima exposto, realizou-se o presente trabalho com o
objetivo de estudar o comportamento do metabolismo do nitrogénio e suas relagdes
com a produgao de massa seca, desenvolvimento de graos bem como desenvolvimento
e senescéncia das folhas em plantas de milho submetidas a diferentes niveis de fonte e
dreno de fotoassimilados, e verificar os efeitos de tais variaveis sobre os fatores de
producdo, visando contribuir para a compreensao e/ou previsdo do comportamento da
planta nas diferentes situacbes a que a cultura for submetida no campo, obtendo
informacdes basicas para compreender aspectos mais especificos do metabolismo e da
consequéncia das propor¢des folha/graos sobre a produgéo de gréos.

Especificamente este trabalho objetivou estudar, ao nivel do metabolismo, as
consequéncias do controle da fonte e dreno de fotossintatos sobre a atividade de
algumas enzimas: nitrato redutase, glutamato-oxaloacetato transaminase, glutamato-
piruvato transaminase; o teor dos principais metabdlitos: N-total, N-nitrato, aminoacidos
livres, proteina soluvel; nas folhas, colmos e nos grdaos em formagédo, bem como os
reflexos destas variaveis sobre as caracteristicas agronémicas: producao de massa seca
nas folhas, colmos e graos; senescéncia das folhas; peso médio de 100 graos; produgao

final por planta.

REVISAO DE LITERATURA

A produtividade da cultura do milho no Brasil tem girado em torno de 2.400 kg/ha
nos ultimos anos, correspondendo a cerca de apenas metade da mundial e a um quarto
da apresentada pelos Estados Unidos da América (8.400 kg/ha), que é o lider tanto de
producdo quanto de produtividade (CONAB, 2001).

Levando em conta que o Brasil vem dispondo de sementes com boa qualidade
fitossanitaria e bons atributos genéticos, bem como étimas condi¢cdes de radiagéo para o
processo fotossintético, considera-se que a baixa produtividade se deva ao manejo da

cultura ndo otimizado para nossas condigbes edafo-climaticas (FORNASIERI FILHO,



1992). A otimizacdo das condicdes de cultivo envolve a utilizacdo de variedades
adequadas, o fornecimento de agua, de nutrientes e de radiagdo, que devem ser
convenientemente gerenciados para possibilitar a maximizagdo da produtividade sem
ocasionar prejuizos econdmicos para o agricultor nem causar problemas ecoldgicos
(SMICIKLAS e BELOW, 1990). Entretanto, para se direcionar o desenvolvimento de
genotipos e manejo apropriados, deve-se dispor do conhecimento dos fatores da
producao e dos eventos fisiolégicos que os governam.

A produgdo de milho € uma resultante do produto entre numero de espigas,
numero de graos em cada espiga e peso médio dos grdos. Na maioria dos casos,
entretanto, a produgdo esta mais associada com 0 numero de graos que com O pPeso
médio dos mesmos, ou com o0 numero de espigas por planta. Por sua vez, para um dado
gendtipo, o numero de graos que chega a maturidade parece depender mais da
sobrevivéncia das espiguetas fecundadas do que do numero potencial de espiguetas
(OTEGUI e ANDRADE, 2000). Existem evidéncias de que a sobrevivéncia dos 6vulos
fecundados esta correlacionada com as condigbes ambientais, com as interagdes entre
fonte e dreno de metabdlitos, e com a relacdo entre 0 metabolismo do carbono e do
nitrogénio durante a fase de formagéo e desenvolvimento dos graos. Embora se saiba que
plantas submetidas a diferentes tipos de estresse diminuem o nimero de graos por planta
e, consequentemente, a produtividade, os eventos quimicos e bioquimicos relacionados
as relagbes fonte-dreno e ao metabolismo nitrogenado, que levam ao
estabelecimento/abortamento dos graos, bem como o desenvolvimento dos mesmos
ainda nao esta muito bem esclarecido (SINGLETARY e BELOW, 1990, FALEIROS et al.,
1996; ZINSELMEYER et al, 1999, CAZETTA, et al., 1999, BELOW et al, 2000). Portanto,
a compreensdo de tais fendmenos e mecanismos determinantes sao de extrema
importancia para os fisiologistas, estatisticos e melhoristas envolvidos com a cultura do
milho. No entanto, no Brasil poucos trabalhos tém sido desenvolvidos nesta
importantissima area.

Varias teorias tém sido propostas para explicar 0 mecanismo que controla a
deposigcdo de amido e proteinas em graos de milho. Segundo OTEGUI e ANDRADE
(2000), a capacidade da fonte em destinar matéria seca para o dreno de metabdlitos

exerce importante controle sobre a fertilidade dos 6vulos e o estabelecimento dos graos.



Por outro lado, estudos realizados com o auxilio da técnica de cultivo de sementes "in
vitro" tém demonstrado que os proprios graos (dreno) possuem elevada atividade
metabodlica e exercem elevado grau de controle sobre muitos fatores que determinam o
abortamento ou o desenvolvimento (SINGLETARY e BELOW, 1990; SINGLETARY e
BELOW, 1989; FALEIROS et al., 1996). De acordo com MOZAFAR (1990), o abortamento
de graos, que ocorre especialmente na parte apical das espigas, geralmente ¢é atribuido a
deficiéncia de N, mas nao esta claro o mecanismo responsavel por tal fato. Suspeita-se
que o mau funcionamento dos mecanismos de transporte de elementos minerais e
carboidratos das folhas para os graos via floema e/ou algum disturbio no processo de
transferéncia do floema para o endosperma dos graos sejam responsaveis pelo fenbmeno
do abortamento de gréos que levam, consequentemente, a prejuizos na produtividade. Os
graos que se salvam do abortamento ainda enfrentam duas fases cruciais durante o
desenvolvimento, quer sejam: a de divisdo celular e a de enchimento. A primeira fase tem
duracdo de mais ou menos 10 dias ap0s a polinizagao e € caracterizada pelo acumulo de
constituintes soluveis, tais como: N-soluvel, aminoacidos, agucares, nucleotideos, bem
como sintese de proteinas, DNA e RNA. Na segunda fase, os constituintes soluveis sao
utilizados para a biossintese de macromoléculas, principalmente o amido, sendo que esta
€ uma fase de desenvolvimento linear do endosperma, em termos de acumulo de massa
seca (INGLE et al., 1965).

Dentre os componentes soluveis do gréo, encontra-se a fragdo albumina, que
contém a maioria das proteinas soluveis e principalmente proteinas enzimaticas, atinge a
concentragdo maxima ao redor dos 20 dias apds a polinizagdo e diminui nos estagios
finais de desenvolvimento do grédo (CULLEY et al., 1984, CAZETTA et al., 1999). Muitas
dessas enzimas 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 enchimento do grao (DOHELERT et al., 1988, SINGLETARY e BELOW, 1989,
FALEIROS et al., 1996; CAZETTA et al., 1999).

O nitrogénio desempenha um papel fundamental na manutencédo da atividade
metabdlica responsavel pela produgédo de fotoassimilados na fonte (folha), como também

na do dreno (graos) que, em conjunto determinam o estabelecimento, a formacgao inicial e



o ritmo de enchimento do gréao (BELOW et al, 1981; SINGLETARY et al., 1990;
FALEIROS et al., 1996; CAZETTA, et al., 1999).

Além do controle exercido pela sacarose, glicose e frutose, sobre o metabolismo
e o desenvolvimento dos gréos, como preconizam DOEHLERT et al. (1988), os
metabdlitos do nitrogénio parecem também afetar a deposigédo do amido (SINGLETARY e
BELOW, 1989; SINGLETARY e BELOW, 1990, CAZETTA et al., 1999). Embora esteja
claro que existe uma relagdo entre o metabolismo de carboidratos e o do nitrogénio (TSAI
et al., 1983 SINGLETARY e BELOW, 1989; CAZETTA et al., 1999, BELOW et al., 2000),
e que o nitrogénio influencia fortemente o acumulo dos constituintes do grao, pouco se
sabe a respeito da influéncia de metabdlitos do nitrogénio sobre as reagdes enzimaticas
envolvidas na biossintese de tais constituintes (SINGLETARY et al., 1990; CAZETTA et
al., 1999). Além disso, a maioria dos estudos referentes a relacdo do metabolismo
glicidico e nitrogenado tém sido realizada em tecidos vegetativos, porém, devido a
elevada atividade metabdlica do proprio grao em desenvolvimento € de se esperar que
este exergca ponderavel grau de controle, tanto sobre o comportamento metabdlico do
proprio dreno (SINGLETARY et al, 1990; WYSS et al., 1991, CAZETTA, et al., 1999,
BELOW et al. 2000), como no processo de fotossintese e mecanismo de senescéncia da
fonte. Sendo assim, €& importante que sejam considerados em conjunto quando se
pretende estudar o comportamento metabdlico tanto da fonte como dos drenos de
fotossintatos (SWANK et al., 1982).

O mecanismo de senescéncia foliar, por exemplo, parece envolver uma interagao
entre os fendmenos fisioldgicos tanto das folhas como dos graos. De acordo com PRIOL
et al. (1990), a remobilizacdo de nitrogénio do aparato fotossintético das folhas para os
graos em formacao, limita o desenvolvimento da fotossintese e desencadeia o processo
de senescéncia das folhas e que um dos sinais do desenvolvimento da senescéncia é a
elevacdo brusca da atividade das enzimas sacarose sintetase e invertase, que
normalmente apresentam valores relativamente baixos durante o periodo de enchimento
de gréos.

Entretanto, nossa interpretacéo é a de que a elevacgao da atividade das enzimas,
descrita por PRIOL et al. (1990), é resultado do estimulo induzido pela acumulagéo de

carboidratos na folha, causada pela diminuicdo da capacidade de drenagem dos grdaos em



fase final de enchimento. Portanto, existem evidéncias de que tanto o fendmeno de
abortamento/desenvolvimento dos graos esteja sujeito ao funcionamento das folhas, como
também a atividade e processo de senescéncia das folhas deve estar na dependéncia do
comportamento do dreno, possivelmente relacionados através dos metabolismos do
carbono e nitrogénio.

O metabolismo do nitrogénio depende de varios fatores como absorgao,
transporte e distribuicdo dentro da planta e das células, bem como da assimilacdo
bioquimica, fatores estes cuja eficiéncia, isoladamente ou no conjunto, controlam a
producdo (CAZETTA, 1997; FALEIROS e CAZETTA, 1994). Em tecidos verdes a
assimilagéo do nitrogénio esta intimamente relacionada com as reagdes da fotossintese e
metabolismo de carboidratos, tanto pela necessidade de energia para redugao do nitrato a
amobnia, como também pelo fornecimento de cadeias carbdnicas («c-cetoacidos)
necessarias para a incorporagdao de amoénia e a formagdo dos aminoacidos (NAIK et al.,
1982). Existem sérias evidéncias sugerindo que a cadéncia de transformacao do nitrato
em N-organico seja controlada pela enzima nitrato redutase (NAIK et al, 1982,
WATANABE et al., 1985, FALEIROS e CAZETTA, 1994). Uma vez incorporado a planta o
N-organico, por sua vez, encontra-se em equilibrio dindmico, sendo continuamente
desdobradas e sintetizadas substancias nitrogenadas o que permite o acumulo e/ou a
translocacdo de N em diferentes 6rgaos, dependendo da fase de desenvolvimento ou
estresse a que a planta esta sendo submetida (MALAVOLTA, 1980).

Dentro desse aspecto, existem evidéncias de que o colmo das plantas de milho
funcionem alternativamente como o6rgédo de importacdo e exportacdo de metabdlitos
durante o desenvolvimento da planta e que, dependendo das condi¢des fotossintéticas, do
manejo e da demanda pelos demais 6rgaos, boa parte dos fotossintatos necessaria para o
desenvolvimento dos graos em formagao pode vir do colmo e ndo apenas da fotossintese
que esta sendo realizada naquela fase (SETTER e FLANNIGAN, 1986; TA et al., 1993).
Tal envolvimento entre os fatores intrinsecos da planta e do ambiente é o que dificulta o
estudo dos mecanismos de interagéo, controle e distribuicdo de massa seca entre a planta

mé&e (fonte) e o grdo em desenvolvimento (depdsito) (WYSS et al., 1991).



Em funcédo da complexidade, o funcionamento da planta na fase reprodutiva ainda
nao esta totalmente elucidado e permanece como um tema de grande interesse e
atualidade, evidenciados pelos estudos nas areas de estresse hidrico e metabolismo de
carboidratos (ZINSELMEYER et al., 2000), interagcdo dos metabolismos do carbono e
nitrogénio (BELOW et al., 2000), regulagdo hormonal do desenvolvimento dos graos
(JONES e SETTER, 2000), regulagdo dos fendmenos de polinizagdo (BANZIGER e
WESTGATE, 2000), interacdo entre interceptagdo luminosa e produgdo de graos
(OTEGUI e ANDRADE, 2000), prolificidade (TOIT e PRINSLOO, 2000), relagao entre
parametros fisioldgicos e caracteristicas varietais (TOLLENAR et al., 2000), bem como

previsao matematica da producao de graos por plantas de milho (RITCHIE e WEI, 2000).
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CAPITULO 2-ARTIGO 1

ALTERACOES DA PROPORCAO FONTE-DRENO E SEUS EFEITOS SOBRE O
METABOLISMO DO NITROGENIO E O DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS DE
MILHO!

Cesar José da Silva @, Uilson Fernando Matter® e Jairo Osvaldo Cazetta®

Departamento de Tecnologia, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP,
Jaboticabal —SP, 14884-900, Brasil.

RESUMO: Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes propor¢des fonte/dreno de
fotoassimilados sobre o metabolismo do nitrogénio e desenvolvimento das folhas,
colmos e graos das plantas de milho, conduziu-se um experimento a campo, onde
plantas com polinizagdo de todos os estigmas foram submetidas ao desfolhamento de
100% (0/100), 66% (33/100) e 33% (66/100) enquanto que plantas com todas as folhas
tiveram 0% (100/0), 25% (100/25) e 50% (100/50) dos estigmas polinizados e um
tratamento controle, plantas com 100% das folhas e polinizagado de 100% dos estigmas
(100/100). Aos 2, 10, 20 e 30 dias ap6s a polinizagao (DAP) avaliou-se o teor de N-
total, N-nitrato e N- Aminoacidos livres nas folhas, colmos e endospermas; a atividade
da redutase do nitrato (RN) nas folhas e a massa seca de folhas e colmos. Ao final do
ciclo da cultura avaliou-se a produgédo de graos. Houve acumulo de N-total nos colmos
e graos das plantas dos tratamentos 0/100, 100/0, 100/25 e 100/50.
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O teor de N-nitrato nao diferiu nas folhas e graos remanescentes nas plantas,
aumentando somente nos colmos de plantas com 0, 33 e 66% de folhas. As limitagcdes
tanto de fonte quanto de dreno induziram o aumento no teor de aminoacidos livres nas
folhas, colmos e gréos sendo que quanto menor o numero de folhas ou de grédos maior
foi o acumulo. Os tratamentos n&o afetaram a atividade da redutase do nitrato nas
folhas. A menor propor¢cao de grdaos promoveu acumulo de massa seca nas folhas,
enquanto que a reducdo no numero de folhas causou redugcdo na massa seca de
colmos. A retirada de 100% das folhas fez com que as plantas secassem e a espiga
deteriorasse apds 10 DAP, nao produzindo graos. As plantas com redugao de 66 e 33%
do numero de folhas reduziram a produg¢ao de gréaos em 58 e 20%, respectivamente e a
reducdo de 73 e 50% na polinizagdo de graos teve producdo de 17 e 48%

respectivamente, quando comparados ao controle.

TERMOS ADICIONAIS PARA INDEXAGAO: Nitrato, redutase do nitrato, relacdo

fonte/dreno, aminoacidos livres, produgao de milho.

SOURCE-SINK RELATIONSHIP ALTERATION AND ITS EFFECT ON THE NITROGEN
METABOLISM AND THE DEVELOPMENT OF MAIZE PLANTS

ABSTRACT: With the objective of evaluating the effect of different proportions
photoassimilated source/sink on the metabolism of the nitrogen and development of the
leaves, stems and grains of the corn plants, he behaved an experiment to field, where
you plant with pollination of all the stigmata they were submitted to the defoliation of
100% (0/100), 66% (33/100) and 33% (66/100) while you plant with all the leaves they
had 0% (100/0), 25% (100/25) and 50% (100/50) of the pollinated stigmata and a
treatment controls, plants with 100% of the leaves and pollination of 100% of the
stigmata (100/100). N-total, N-nitrate, N-free amino acids levels were evaluated in
leaves, stalks and endosperm. Nitrate reductase (NR) activity in leaves, the dry matter of
leaves and stalks on the two, ten, twentieth and thirtieth days after pollination and the

final yield of grains were also evaluated. N-total was accumulated on stalks and grains



of plants under treatments 2, 5, 6, and 7. No difference in the nitrate content was
observed in leaves and grains, however, nitrate accumulated on stalks of plants with
0%, 33% and 66% of leaves. The concentration of free amino acids on leaves, stalks
and grains was induced by the source, as well as by leaf reduction. The higher the
reduction the leaves and grains the higher the amino acid accumulation. The nitrate
reductase activity on leaves was not affected by the treatments. The grain reduction
increased leaf dry matter and decreased stalk dry matter. Few days after removing all
leaves the plants died, there was ear deterioration and no grain production was
observed. The reduction of leaf area in 66 and 33% decreased 58 and 20% the grain
production. Grain reduction of 73 and 50% caused yield of 17 and 48%, when compared

to the control plants.

ADITIONAL INDEX TERMS: nitrate, nitrate reductase, source/sink relationship, free

amino acids, maize yield.

INTRODUCAO

O nitrogénio desempenha papel fundamental na manutencdo da atividade
metabdlica da folha (fonte de fotoassimilados), como também na dos graos (principal
dreno de fotoassimilados) que, em conjunto determinam o estabelecimento, a formagao
inicial e o ritmo de enchimento dos grdos (BELOW et al, 1981; SINGLENTARY et al,
1990; FALEIROS et al. 1996; CAZETTA et al. 1999). A perda de area foliar afeta os
componentes do rendimento em decorréncia das alteragdes provocadas na atividade
fisiolégica (fonte-demanda) das plantas, refletindo finalmente na produtividade da
cultura (MOURA, 1999). Por outro lado, a redugdo do numero de grdos certamente
diminui a demanda por fotoassimilados e minerais acumulando nas folhas e raizes, e
existem evidéncias de que este fato causa redugdo na taxa fotossintética e induz a
senescéncia da planta (CHISTENSEN et al., 1981; RAJACN & TOLLENNAR, 1999).

O metabolismo do nitrogénio, por sua vez, depende de varios fatores como

absorcdo, transporte e distribuicdo dentro da planta e das células, bem como da



assimilagao bioquimica, fatores estes cuja eficiéncia, isoladamente ou no conjunto,
controlam a producgao (CAZETTA, 1997). A assimilagao do nitrogénio esta intimamente
relacionada com as reagdes da fotossintese e metabolismo de carboidratos, tanto pela
necessidade de energia para redugdo do nitrato a amébnia, como também pelo
fornecimento de cadeias carbbnicas necessarias para a incorporagao de amébnia e a
formagdo dos aminoacidos (NAIK et al., 1982; WATANABE et al., 1985). Segundo
SEEMANN et al. (1987), esses dois processos s&o estreitamente interligados, pois a
energia necessaria para a assimilagdo 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.

Segundo BEEVERS e HAGEMAN (1969), a redutase do nitrato € a primeira das
varias enzimas envolvidas nesse processo, sendo considerada o passo limitante na
incorporagao do nitrogénio mineral em compostos organicos, tendo sugerido que esta
enzima esta relacionada com a produtividade do milho. A redutase do nitrato é
considerada também 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 na parte aérea (PURCINO et al., 1994;
CARELLI et al., 1996).

Uma vez incorporado as plantas o N-organico, por sua vez, encontra-se em
equilibrio dindmico, sendo continuamente desdobradas e sintetizadas substancias
nitrogenadas, o que permite o acumulo e translocacdo de N em diferentes 6rgaos,
dependendo da fase de desenvolvimento ou estresse a que a planta estd sendo
submetida (MALAVOLTA, 1979). Dentro desse aspecto, existem evidéncias de que o
caule das plantas de milho funciona alternativamente como 6rgao de importagdo e
exportagdo de compostos nitrogenados durante o desenvolvimento da planta e que,
dependendo das condi¢des fotossintéticas, do manejo e da demanda pelos demais
orgaos, boa parte dos fotossintatos necessaria para o desenvolvimento dos graos em
formacdo pode vir do caule e ndo apenas da fotossintese que esta sendo realizada
naquela fase (SETTER e FLANNIGAN, 1986; TA et al., 1993).



Baseado no exposto acima, conduziu-se este trabalho para estudar o efeito das
alteragdes da proporcao de folhas e graos sobre o metabolismo do nitrogénio e
desenvolvimento das folhas e colmos, bem como na produg&o de graos de plantas de

milho.

MATERIAL E METODOS

Conduziu-se o experimento na Fazenda de Ensino e Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinaria de Jaboticabal — UNESP, num latossolo roxo com as

caracteristicas quimicas apresentadas no quadro 1.

Quadro 1. Analise Quimica do solo

pHem M.O. P (resina) K Ca Mg H+AI SB T Vv
CaCl, g/dm® mg/dm® 1011010 Lo [ ——— %
5,3 29 53 4,2 45 18 38 67,2 105,2 64

Nesta area, preparada no sistema de plantio convencional, cultivou-se o milho
hibrido simples, super precoce e com baixa prolificidade “Agromen 3050”, plantado no
espacamento de 0,9m entre linhas e 20 cm entre plantas, adubado conforme
recomendagao para a cultura no estado de S&o Paulo (FORNASIERI FILHO, 1992). O
experimento constou de sete tratamentos: 1) Plantas com 100% das folhas e
polinizagcao de todos os graos (controle) (100/100); 2) retirada de todas as folhas, com
polinizacédo de 100% dos graos (0/100); 3) retirada de dois tercos das folhas, com
polinizacdo de 100% dos gréos (33/100); 4) retirada de um tercos das folhas, com
polinizacdo de 100% dos graos (66/100); 5) sem retirada de folhas, com polinizagdo de
0% dos graos (100/0); 6) sem retirada de folhas, com polinizagdo de 27% dos graos
(100/27) e 7) sem retirada de folhas, com polinizagdo de 50% dos graos (100/50),
aplicados na fase de pendoamento da cultura. Inicialmente, pretendia-se ter 33 e 66%
de dreno, porém, em funcdo da impossibilidade de controlar perfeitamente a

polinizagao, obteve-se somente 25 e 50%, respectivamente. O experimento foi disposto



em blocos casualizados com quatro repeticdes totalizando 28 parcelas de 63 m? de
area util com 1 metro de bordadura.

Para controlar a proporcdo de folhas manteve-se um numero de folhas
correspondente a percentagem de cada tratamento, sendo essas distribuidas
uniformemente na planta, a folha da espiga sempre foi mantida, pois foi a folha prevista
para ser submetida as analises laboratoriais. A propor¢cao de graos foi estabelecida
através da polinizagdo controlada dos estigmas da espiga. Em plantas com 100 % de
graos, apos a polinizagao artificial as espigas foram mantidas expostas para garantir
gue 0 maximo dos estigmas fosse polinizado.

Aos 2, 10, 20 e30 dias apos a polinizagédo coletaram-se 10 plantas por parcela,
foram separados os colmos, folhas e espigas, que foram secos em estufa a 65 — 70°C
até massa constante para a determinagcdo da massa seca. Das dez plantas coletadas
em cada parcela retiraram-se amostras de folhas e colmos na altura da insergdo da
espiga, bem como graos do tergco médio da espiga, imediatamente apds o corte das
plantas. Este material foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido, sendo
posteriormente liofilizado até massa constante, separado o endosperma dos graos,
moido finamente na presenca de nitrogénio liquido e armazenado em freezer a —65 °C,
material este utilizado para a determinacdo de N-total, N-nitrato e aminoacidos livres
totais.

A atividade da redutase do nitrato foi determinada coletando-se 10 folhas
vizinhas da espiga, pelo método in vivo de acordo com JAWORSKI (1971). Do limbo
foliar das folhas, coletadas entre 8:00 e 10:00 horas, com o auxilio de um furador de
rolhas, retiraram-se 20 discos de 1cm de diametro, os quais foram colocados em frasco
escuro, na presenga de 10 ml do meio de incubagéo (Tampéao fosfato100 mM pH 7,2;
KNO3 50 mM; N- propanol 1% (v/v); Triton X-100 0,1% (v/v), submetidos a infiltracdo a
vacuo por trés minutos e em seguida incubado durante 1 hora em banho maria a 30° C.
ApOds a incubacgao adicionou-se 1 mL de uma solugao de sulfanilamida 1% em HCI 3 N,
para paralisar a atividade enzimatica. A seguir, determinou-se o teor de nitrito conforme
método proposto por NICHOLAS et al. (1976).

A determinacdo de metabdlitos em folhas, caules e graos, foi realizada em

extratos preparados de acordo com as indicagbes de HENDRIX (1993): Incubou-se, 50



mg de amostra, com 1,5 mL de etanol 80%, em banho maria a 60°C durante 30
minutos, centrifugou-se a 1200 g por 20 minutos, retirando-se o sobrenadante. Repetiu-
se esta operagdo quatro vezes, juntou-se todos os sobrenadantes retirados apos
centrifugagéo, completou-se o volume para 14 mLcom agua desionizada.

O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método semi-micro Kjeldhall,
seguindo as indicacbes de HEBERER et al. (1985) e FALEIROS et al. (1996). O N-
nitrato foi determinado no extrato, pela metodologia descrita por CATALDO et al. (1975)
e o teor de aminoacidos livres totais foi determinado conforme descrito em MOORE
(1968).

Os resultados das avaliagdes foram submetidos a analise de variancia pelo teste
F e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
segundo indicagbes de BANZATO e KRONKA (1992). Para as analises estatisticas
utilizou-se o programa ESTAT- Sistema para Analises Estatisticas (V. 2.0),
desenvolvido pelo Departamento de Ciéncias Exatas e Pélo Computacional da FCAV-

Unesp - Jaboticabal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de N-total nas folhas ficou em torno de 33,5 mg.grama de MS™, com
pequenas variagcboes entre os diferentes tratamentos (figura 1). Observa-se ainda que
houve reducao significativa do teor de N-total na folha somente aos 30 DAP quando as
plantas ja iniciavam o processo de maturidade fisiologica, iniciando o processo de
senescéncia.

Quando se avaliou o N-total nos colmos observou-se que plantas com relagéo
folha/grao de 0/100 apresentaram os maiores teores, seguidas das 100/0 (figura 2).
Notou-se, no entanto, que o teor de N-total no colmo, apresentou um aumento a medida
que se limitou a fonte ou o dreno mais drasticamente. Comparando-se as avaliagbes
observa-se que as plantas dos tratamentos 100/100, 33/100, 66/100, 100/25 e 100/50
tiveram o teor de N-total no colmo reduzido linearmente dos 2 aos 30 DAP.



A reducdo do numero de graos por espiga promoveu acumulos de N-total nos
graos remanescentes, sendo que quanto menor o numero de graos, tanto maior o teor

de N-total nos endospermas, tanto aos 20 quanto aos 30 DAP (figura 3).
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Figura 1. Teor de Nitrogénio Total nas folhas das plantas de milho, aos 2, 10, 20 e 30 dias apds
a polinizacado (dap) em funcao de diferentes proporgdes folha/gréos aplicadas na
fase de polinizacdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério, apresentando C.V. de 3,30 e 3,92
para tratamentos e avaliagdes respectivamente. Médias seguidas de letras iguais,
maiusculas para avaliacbes e minusculas para tratamentos, nao diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O teor de N-nitrato nas folhas foi semelhante em todos os tratamentos aos 2, 10
e 20 DAP (figura 4), apresentando aumento significativo em todos os tratamentos dos
20 aos 30 DAP, sendo que nesta avaliacdo os tratamentos 100/0 e 100/25, se

destacaram no acumulo de N-nitrato por unidade de massa seca.



Nos graos o teor de N-nitrato foi significativamente superior aos 10 DAP, caindo
gradativamente até os 30 DAP, sendo que aos 20 e 30 DAP os tratamentos nao
diferiram entre si (figura 5). Aos 10 DAP plantas dos tratamentos 33/100 e 66/100
apresentaram maior teor de N-nitrato nos endospermas.

A elevacao da concentragao de N-total nos grdos das plantas dos tratamentos
100/25 e 100/50 sem acumulo de N-nitrato indica que o N nos endospermas desses

tratamentos estava predominantemente na forma de N-reduzido.
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Figura 2. Teor de Nitrogénio Total nos colmos das plantas de milho, aos 2, 10, 20 e 30 dias
ap6s a polinizacao (dap) em funcao de diferentes proporc¢des folha/graos aplicadas
na fase de polinizacido da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério, apresentando C.V. de 9,26 e 8,26
para tratamentos e avaliagdes respectivamente. Médias seguidas de letras iguais,
maiusculas para avaliagbes e minusculas para tratamentos, nao diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



Aparentemente a limitacdo do metabolismo do N esta nas folhas, pois, houve
acumulo de N-nitrato apenas no colmo das plantas que tiveram limitacdo de fonte,
efeito este visualizado a partir dos 10 DAP (figura 6). Entretanto, as alteragbes nas
proporgdes relativas folha/grao ndo afetaram a atividade da redutase do nitrato na folha

(figura 7), indicando que a limitagdo do metabolismo nitrogenado n&o deve estar nesta

enzima.
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Figura 3. Teor de Nitrogénio Total no endosperma de grdaos de milho aos 20 e 30 dias apds a
polinizacao (dap) em fungao de diferentes proporgcdes folha/graos aplicadas na fase
de polinizagdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério, apresentando C.V. de 6,40 e 6,44
para tratamentos e avalia¢des respectivamente. Médias seguidas de letras iguais,
maiusculas para avaliagbes e minusculas para tratamentos, nao diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Ocorreu aumento significativo da concentragdo de aminoacidos livres nas folhas
somente nas plantas do tratamento 100/0 e a partir dos 20 DAP (figura 8). Plantas sem

folhas (0/100), sem grdos (100/0) e com 25% graos (100/25), tiveram elevacdes



expressivas no teor de aminoacidos livres totais no colmo a partir dos 10 DAP (figura 9),
enquanto que o teor nos colmos das plantas dos demais tratamentos reduziu
progressivamente dos 2 aos 30 DAP. Por outro lado o acumulo de aminoacidos livres
nos graos so ocorreu em plantas sem folhas, a partir dos 20 DAP (figura 10), enquanto
que nos demais tratamentos os teores de N-aminoacidos nos endospermas reduziu

significativamente dos 10 aos 30 DAP, nao havendo diferengas entre os tratamentos.
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Figura 4. Teor de N-nitrato nas folhas das plantas de milho, aos 2, 10, 20 e 30 dias apos a
polinizacao (dap) em funcgao de diferentes proporgdes folha/graos aplicadas na fase
de polinizacdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério, apresentando C.V. de 12,10 e
10,30 para tratamentos e avaliagdes respectivamente. Médias seguidas de letras
iguais, maiusculas para avaliagcbes e minusculas para tratamentos, ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



Através da figura 11 observa-se que ocorreu maior acumulo de massa seca em
folhas quando houve limitagcdo de dreno, sendo que quanto menor o numero de graos
na espiga maior o acumulo de MS nas folhas, efeito observado apenas aos 30 DAP.
Verificou-se ainda reducdo significativa da massa seca de colmos em plantas com
limitacdo de fonte e aumento significativo na massa seca de colmos em plantas com

limitacdo de dreno, efeito que ficou bem evidente aos 30 DAP (figura 12).
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Figura 5. Teor de N-nitrato nos colmos das plantas de milho, aos 2, 10, 20 e 30 dias ap6s a
polinizacao (dap) em fungao de diferentes proporgcdes folha/graos aplicadas na fase
de polinizacdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério, apresentando C.V. de 15,64 e
16,22 para tratamentos e avaliagbes respectivamente. Médias seguidas de letras
iguais, maiusculas para avaliagdes e minusculas para tratamentos, ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



A medida que foi imposta uma diminuicdo na proporcdo de fonte ou de dreno,
também a produgdo de graos por planta foi reduzida, e quanto mais drastico o

tratamento maior a reducéo (figura 13).
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Figura 6. Teor de N-nitrato no endosperma de grdos de milho aos 10, 20 e 30 dias apéds a
polinizacao (dap) em fungao de diferentes propor¢cdes folha/graos aplicadas na fase
de polinizagdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em triplicata no laboratério, apresentando C.V. de 18,74 e
14,28 para tratamentos e avaliagdes respectivamente. Médias seguidas de letras
iguais, maiusculas para avaliagcbes e minusculas para tratamentos, ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

De forma geral, observa-se que o desfolhamento parcial ou a redugéo do dreno,
nao interferiram no acumulo de N nas folhas. O colmo destacou-se como grande

depodsito de N em plantas com reducédo de fonte e dreno de fotoassimilados, porém,



ocorreu acumulo de N nos graos dos tratamentos com 27 e 50% de grédo, que pode ser
justificado pelo fato do grao ser o principal dreno na fase reprodutiva, e quando houve
menor numero de grdos na espiga a tendéncia foi a de acumular mais nos
remanescentes. Below et al. (1981), justificaram que o acumulo de N em plantas que
tém o desenvolvimento da espiga reduzido tende a ocorrer porque a planta passa por
um periodo de grande atividade metabdlica antes da antese, acumulando N e
carboidratos nas folhas e colmos, para promover um crescimento da espiga e
enchimento dos graos, ja que a redugao do N é limitada nesta fase da cultura.

Outro aspecto a ser ressaltado é que a analise do teor de N-total ndo permitiu
concluir se o acumulo de N nas diferentes partes da planta analisadas foi em funcao do
aumento de nitrato absorvido pelas raizes, ou do aumento de metabdlitos sintetizados
na planta a partir deste.

Ao se avaliar o teor de N-nitrato nas diferentes partes das plantas, observou-se
que plantas com limitacdo de fonte acumularam mais nitrato no colmo, devido ao fato
de que nas condi¢des de clima, solo e fonte de adubo utilizada, esta provavelmente foi
a forma absorvida predominantemente pelo sistema radicular.

Outro fator que deve ter contribuido para este acumulo foi a falta de poder
redutor (fotossintese) para fazer a passagem de N-nitrato para N-reduzido, ja que a
atividade da redutase do nitrato no foi afetada, pois segundo REED et al. (1980), a
capacidade de um gendtipo de milho em acumular N-reduzido nas partes vegetativas é
dependente do suprimento de nitrato, atividade da nitrato redutase e suprimento de
carboidratos. Plantas com redugao de dreno néao tiveram tais limitacdes, tanto que néo

houve acumulo diferenciado de nitrato em nenhuma das partes estudadas.
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Figura 7. Atividade da enzima Redutase do Nitrato nas folhas das plantas de milho, aos 2, 10,
20 e 30 dias apdés a polinizagao (dap) em fungdo de diferentes proporgdes
folha/graos aplicadas na fase de polinizacdo da cultura. Cada barra da figura
representa a média de quatro parcelas, analisadas em triplicata no laboratdrio,
apresentando C.V. de 11,55 e 14,14 para tratamentos e avaliagBes respectivamente.
Médias seguidas de letras iguais, maiusculas para avaliagbes e minusculas para
tratamentos, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Figura 8. Teor de aminoacidos livres nas folhas das plantas de milho, aos 2, 10, 20 e 30 dias
apo6s a polinizagao (dap) em funcao de diferentes proporc¢des folha/graos aplicadas
na fase de polinizagédo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério, apresentando C.V. de 8,31 e 8,27
para tratamentos e avaliagdes respectivamente. Médias seguidas de letras iguais,
maiusculas para avaliagdes e minusculas para tratamentos, nao diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 9. Teor de aminoacidos livres nos colmos das plantas de milho, aos 2, 10, 20 e 30 dias
ap6s a polinizagao (dap) em funcdo de diferentes proporg¢des folha/graos aplicadas
na fase de polinizagdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério, apresentando C.V. de 16,39 e
17,35 para tratamentos e avaliagbes respectivamente. Médias seguidas de letras
iguais, maiusculas para avaliagdes e minusculas para tratamentos, ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 10. Teor de amino&cidos livres no endosperma de grédos de milho aos 10, 20 e 30 dias
apos a polinizagao (dap) em funcao de diferentes propor¢des folha/graos aplicadas
na fase de polinizagdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério, apresentando C.V. de 14,25 e
19,11 para tratamentos e avaliagbes respectivamente. Médias seguidas de letras
iguais, maiusculas para avaliagdes e minusculas para tratamentos, nao diferem entre

si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O fator que levou a aumentar o teor de nitrato no colmo das plantas ficou mais
evidente quando se analisou a atividade da redutase do nitrato na folha. Observou-se
que, tal enzima ndo foi estimulada independentemente do tratamento aplicado.
Entretanto, deve-se levar em conta que plantas com menos folhas devem ter reduzido
menos nitrato, pois além da inducdo pelo substrato a atividade enzimatica é

influenciada pela area foliar, luz, temperatura e ainda pode haver um controle por “feed



back” quando ocorre o acumulo de formas reduzidas de N (FERNANDES e FREIRE
(1976).
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Figura 11. Massa seca de folhas, total por planta aos 2, 10, 20 e 30 dias apos a
polinizagcdo (dap) em funcdo de diferentes proporgdes folha/graos aplicadas
na fase de polinizagéo da cultura. Cada barra da figura representa a média de
quatro parcelas, onde coletou-se 10 plantas, apresentando C.V. de 16,49 e
11,09% para tratamentos e avaliagdes respectivamente. Médias seguidas de
letras iguais, maiusculas para avaliagdes e minusculas para tratamentos, ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Provavelmente ndo ocorreu controle pelo acumulo de formas reduzidas de N, ou
pelo produto final da reagéo catalisada pela redutase do nitrato na atividade enzimatica,
conforme sugerido por FERNANDES e FREIRE (1976) em trabalho similar, pois
aumentos significativos do teor de aminoacidos livres na folha n&o suprimiram a

atividade enzimatica.
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Figura 12. Massa seca de colmos, total por planta aos 2, 10, 20 e 30 dias apés a polinizagao
(dap) em funcdo de diferentes proporcdes folha/grédos aplicadas na fase de
polinizagdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro parcelas,
onde coletou-se 10 plantas, apresentando C.V. de 14,21 e 12,61% para tratamentos
e avaliagdes respectivamente. Médias seguidas de letras iguais, maiusculas para
avaliagdes e minusculas para tratamentos, nao diferem entre si pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.

Plantas com reducédo de dreno, principalmente os tratamentos 5 (100/0) e 6
(100/25), acumularam mais aminoacidos no colmo e graos, provavelmente pela
degradacao das proteinas existentes nesses 6rgaos, uma vez que sem graos a planta
teve que degradar compostos mais complexos que se acumularam nas folhas, pois
segundo CHISTENSEN et al. (1981), o acumulo de aminoacidos livres nas diferentes
partes da planta parece derivar da redugao do nitrato ou da hidrélise de proteinas. Isto

ficou mais evidente quando se comparou a porcentagem de N-amino e N-proteico no N-



reduzido total. No tratamento 5 (100/0), cerca de 39% do N reduzido total foi composto
por aminoacidos livres, enquanto que em plantas do tratamento testemunha (100/100),
esse valor foi cerca de 33%, demonstrando que parte das proteinas podem ter sido
degradadas. Estes dados concordam com CHRISTENSEN et al. (1981), que atribuiram
o0 aumento do teor de aminoacidos livres em folhas de plantas de milho que tiveram sua
espiga arrancada, ao aumento da atividade de proteases na folha e conseqlentemente

reducao do teor de proteinas.
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Figura 13. Massa seca de graos por planta, aos 10, 20 e 30 dias apés a polinizacao (dap) em
funcdo de diferentes proporgdes folha/graos aplicadas na fase de polinizagdo da
cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro parcelas, analisadas em
triplicata no laboratério, apresentando C.V. de 14,29 e 11,96 para tratamentos e
avaliagbes respectivamente. Médias seguidas de letras iguais, maiusculas para
avaliagdes e minusculas para tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.



Plantas sem folhas, por sua vez, apresentaram elevacdao no nivel de
aminoacidos livres no colmo e graos, pois estes 6rgaos visivelmente entraram em
processo de deterioragcdo, o que deve ter levado a degradagdo de compostos mais
complexos. Notou-se, ainda, que em plantas com 33% de folhas ndo houve acumulo de
aminoacidos livres no grao, indicando que quatro folhas por planta foram suficientes
para fazer com que o metabolismo do nitrogénio tivesse continuidade, embora o
comprometimento da area fotossintética tenha influenciado significativamente no
crescimento da planta e na produgéo de graos.

Plantas que sofreram reducao de dreno apresentaram aumentos significativos na
massa seca de folhas, sendo este tanto maior quanto mais drastica a redugcao imposta
no numero de graos (figura 11). Observou-se, no entanto, que 50% de grdos nao
permitiu que houvesse aumento de massa seca nas folhas, indicando que a quantidade
de graos restantes na espiga foi suficiente para drenar fotoassimilados das folhas,
produzindo graos maiores e mais pesados (SILVA et al., 2001).

A limitacdo da fonte (folha) nado interferiu na massa seca das folhas
remanescentes ao se comparar ao tratamento testemunha. As plantas com 33% e 66%
das folhas produziram exatamente 33% e 66% da matéria seca respectivamente,
indicando que nestes tratamentos ndo houve diferenga de remobilizacdo de metabdlitos
da folha para os graos.

O colmo das plantas sofreu remobilizagcao quando se limitou a fonte, pois plantas
dos tratamentos 0/100, 33/100 e 66/100 acumularam menos massa seca no colmo até
os 20 dias apods a polinizagao (figura 12). Isto se deve ao fato de que os tratamentos
foram aplicados na época da polinizacdo, quando a planta estava demandando uma
grande quantidade de fotoassimilados para a formagdo das espigas, e posterior
enchimento de graos, fazendo com que a diminuicdo da fonte (folhas) induzisse a
planta a remobilizar fotoassimilados do colmo. Estes resultados estao de acordo com os
de REED et al. (1988), que estudando o acumulo de massa seca e N em plantas de
milho concluiram que houve uma intensa remobilizagdo de fotoassimilados das folhas e
colmos para a espiga na fase de enchimento dos grédos em plantas com controle de

fonte através de sombreamento.



A analise dos dados da figura 5 revela também que plantas com reducédo de
dreno n&o apresentaram aumentos significativos de massa no colmo quando
comparadas as do testemunha, aumentos estes que ocorreram nas folhas.

A retirada de 66% e 33% das folhas implicou na redugao de 58 e 20%
respectivamente, na produgdo de massa seca de graos por planta. Estes resultados
concordam com os de MAZA et al. (1999), que avaliando o efeito do desfolhamento
sobre o crescimento de dois gendtipos de milho, observaram que o desfolhamento
apresentou maior efeito quando efetuado 50 dias apdés a emergéncia reduzindo
significativamente tanto a massa seca de colmos e espigas como também de raizes.
REED et al. (1980), também afirmam que a produgao de grdos de milho depende do
acumulo e particdo do N-reduzido acumulado durante o estadio vegetativo, havendo
uma relativa contribuicdo da assimilacdo do nitrato e redistribuicdo do N-reduzido
durante o desenvolvimento do grao, o que nao ficou evidente neste trabalho, em fungao

da desfolha das plantas.

CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitiram esclarecer que:
- A atividade da redutase do nitrato na folha ndo foi afetada pelas alteragdes nas
proporcdes de fonte e dreno de fotossintatos.
- Os teores de N-total, N-nitrato e N-aminoacidos livres, nas folhas, colmos e
endospermas foram mais intensamente afetados quanto mais drasticas foram as
reducdes de folhas ou graos.
- As reducdes da fonte e dreno promoveram aumentos significativos nos teores de N-
total, N-nitrato e N-aminoacidos livres nas partes remanescentes analisadas.
- A auséncia de grdos na espiga induziu aumento diferenciado de massa seca nas
folhas.
- A massa seca dos colmos das plantas com 0, 33% e 66% de folhas reduziu 22, 45 e

25%, respectivamente.



- As reducbes de 66% e 33% no numero de folhas induziram, respectivamente,

reducdes de 58% e 20% na produgao de graos por planta.
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CAPITULO 3 - ARTIGO 2

PROTEINA SOLUVEL, GLUTAMATO OXALOACETATO TRANSAMINASE,
GLUTAMATO PIRUVATO TRANSAMINASE E PRODUCAO EM PLANTAS DE MILHO
SUBMETIDAS A DIFERENTES PROPORCOES FOLHAS/GRAOS™

Cesar José da Silva @, Uilson Fernando Matter® e Jairo Osvaldo Cazetta®

Departamento de Tecnologia, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP,
Jaboticabal —SP, 14884-900, Brasil.

RESUMO: Para avaliar o efeito de diferentes propor¢des folhas/graos em plantas de
milho sobre a atividade das enzimas glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) e
glutamato piruvato transaminase (GPT), sobre o teor de proteina soluvel total e a
producdo de massa seca de colmos, folhas e graos, conduziu-se um experimento a
campo, onde plantas com polinizacdo de todos os estigmas foram submetidas ao
desfolhamento de 100% (0/100), 66% (33/100) e 33% (66/100) enquanto que plantas
com todas as folhas tiveram 0% (100/0), 25% (100/25) e 50% (100/50) dos estigmas
polinizados e um tratamento controle, plantas com 100% das folhas e polinizagcéo de
100% dos estigmas (100/100). Aos 2, 10, 20 e 30 dias ap6s a polinizagédo (DAP)
avaliou-se o teor de proteina soluvel total, atividades da GOT e GPT, nas folhas, colmos
e endospermas e a massa seca de folhas, colmos e gréos. Plantas com 0% de folhas e

25% de graos apresentaram incrementos no teor de proteina soluvel nos endospermas,
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enquanto que plantas com 33% e 66% de desfolhamento apresentaram decréscimos
aos 20 e 30 DAP quando comparados ao testemunha. Em folhas de plantas com 66%
de folhas e 50% de gréos houve aumentos, enquanto que em plantas com 33% de folha
0% e 25% de graos houve redugdes no teor de proteina soluvel. Plantas com 0% e 66%
de folhas e 25% e 50% de gréos tiveram a atividade da GOT nos endospermas
reduzida. Nas folhas, a atividade foi baixa nos tratamentos com 25% e 50% de graos e
foi elevada nos tratamentos com 33% de folhas e 0% de gréos, quando comparados ao
testemunha. Nos colmos, os tratamentos mais drasticos (0% de folha e 0% de gréos)
estimularam a atividade da GOT. Plantas com 0% e 66% de folhas sofreram reducgéo na
atividade da GPT nos endospermas, enquanto que nas folhas somente o tratamento
com 50% de gréos nao estimulou a atividade enzimatica aos 20 dap. Nos colmos de
plantas sem folhas ou sem graos a atividade aumentou progressivamente dos 2 aos 30
dap, enquanto em plantas com 33% e 66% de folhas diminuiu progressivamente apos
os 10 dap, mas manteve-se constante, nas quatro avalia¢gdes, em plantas com 25% e
50% de graos. O controle do numero de graos n&o afetou a massa seca das folhas ao
longo do periodo avaliado, enquanto que a massa seca dos colmos reduziu com a
reducao do numero de folhas e aumentou com a redugéo do numero de graos, efeitos
visualizados somente apos os 20 dap. As redugdes de 66% e 33% da area foliar
reduziram a producdo de grdos aos 30 dap em 58% e 20%, respectivamente e a
reducdo de 75% e 50% no numero de graos, produziu 17% e 48%, respectivamente,

quando comparados ao controle.

TERMOS ADICIONAIS PARA INDEXAGCAO: Transaminases, proteina soluvel, relagéo

fonte/dreno, produgao de milho.



SOLUBLE PROTEIN, GLUTAMATO OXALOACETATO TRANSAMINASE,
GLUTAMATO PIRUVATO TRANSAMINASE AND PRODUCTION IN PLANTS OF
CORN SUBMITTED TO DIFFERENT PROPORGCOES LEAVES/GRAINS

ABSTRACT: To evaluate the effect of different proportions of leaves/grains in corn
plants about the activity of the enzymes glutamato oxaloacetato transaminase (GOT)
and glutamato piruvato transaminase (GPT), the level of total soluble protein and the
production of dry mass of stems, leaves and grains, he behaved an experiment to field,
where you plant with pollination of all the stigmata they were submitted to the defoliation
of 100% (0/100), 66% (33/100) and 33% (66/100) while you plant with all the leaves they
had 0% (100/0), 25% (100/25) and 50% (100/50) of the pollinated stigmata and a
treatment controls, plants with 100% of the leaves and pollination of 100% of the
stigmata (100/100). To the 2, 10, 20 and 30 days after the pollination it was evaluated
the tenor of total soluble protein, activities of GOT and GPT, in the leaves, stems and
endosperms and the mass evaporates of leaves, stems and grains. Plants with 0% of
leaves and 25% of grains presented increments in the levels of soluble protein in the
endosperms, while you plants with 33% and 66% of defoliation they presented
decreasing to the 20 and 30 dap when compared with the control. In the plants
containing with 66% of leaves and 50% of grains suffered increases, while in plants with
33% of leaves, 0% and 25% of grains the soluble protein levels decreased. In the stems
the highest values occurred in were plants without leaves and without grains. Plants
from treatments with 0% and 66% of leaves and 25% and 50% of grains had the activity
of GOT in the reduced endosperms. In the leaves, the activity fell in the treatments with
25% and 50% of grains and it increased in the treatments with 33% of leaves and 0% of
grains, when compared to the control. In the stems the most drastic treatments (0% of
leaf and 0% of grains) stimulated the GOT. Plants with 0% and 66% of leaves suffered
reduction in the activity of GPT in the endosperms. In the leaves only the treatment with
50% of grains didn't stimulate the enzymatic activity at 20 dap. In the stems of plants
without leaves or without grains the activity increased progressively from 2 to the 30
dap, while in plants with 33% and 66% of leaves dropped progressively after the 10 dap,
staying constant, in the four evaluations, in plants with 25% and 50% of grains. The



control of the number of grains didn't affect the dry mass of the leaves along the
considered period, while the mass evaporates of the stems it reduced or it increased
with the reduction of the number of leaves or of the number of grains, respectively, effect
only visualized after the 20 dap. The reductions of 66% and 33% of the area to foliate
they reduced the production of grains to the 30 dap in 58% and 20%, respectively and
the reduction of 75% and 50% in the number of grains, produced 17% and 48%,
respectively, when compared to the control.

ADDITIONAL INDEX TERMS: transaminases, soluble protein, source/sink relationship,

corn production.

INTRODUCAO

Em plantas de milho o estabelecimento dos graos, a formacgao inicial e o ritmo de
enchimento dos mesmos sado determinados pela atividade metabdlica da folha (fonte de
fotoassimilados) como também dos gréos (dreno de fotoassimilados), onde o nitrogénio
desempenha papel fundamental na manutengdo do metabolismo (SINGLENTARY et
al., 1990; FALEIROS et al., 1996).

Segundo SEEMANN et al.(1987), a produtividade das culturas € grandemente
determinada pela interagdo entre o metabolismo do carbono e nitrogénio. Esses dois
processos sdo estreitamente interligados uma vez que a energia necessaria para a
assimilagcdo do nitrogénio deriva da fotossintese. Por sua vez, a capacidade
fotossintética depende do suprimento de nitrogénio, pois grande parte do nitrogénio das
folhas esta alocado em proteinas enzimaticas envolvidas no processo fotossintético.

O estudo da atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo de plantas vem
ganhando destaque em fung¢ado da possibilidade de utilizar a atividade enzimatica como
critério indireto para a selegado de cultivares (HAGEMAN et al., 1967), para avaliar o
estado nutricional das plantas em relacdo ao nitrogénio (VASCONCELOS et al., 1978),
e ainda para determinar o potencial produtivo das plantas (CARELLI et al., 1996).

Embora seja evidente a importancia do metabolismo do carbono e do nitrogénio

em plantas de milho na fase de formagao e enchimento de gréos, a maioria dos estudos



enfatiza apenas as enzimas relacionadas com a sintese de carboidratos (DOEHLERT e
FELKER, 1987; CHEVALIER e LINGLE, 1983; LEE e TSAI, 1985). Entretanto, devido a
intima relacdo entre o metabolismo desses elementos, faz-se necessario também o
estudo de enzimas envolvidas com o metabolismo do nitrogénio, pois a sintese e
degradacdo de enzimas que catalisam as reagdes do metabolismo de carboidratos
devem estar diretamente relacionadas com a sintese de aminoacidos precursores dos
polipeptidios que, por sua vez dependem da atividade das transaminases. Segundo
MALAVOLTA (1980), uma vez incorporado as plantas, o N-organico encontra-se em
equilibrio dindmico, sendo continuamente desdobradas e sintetizadas substancias
nitrogenadas, através da acdo das transaminases, o que permite o acumulo e
translocagcdo do N em diferentes 6rgados e em diferentes formas, dependendo da fase
de desenvolvimento ou estresse a que a cultura esta sendo submetida.

A maioria dos estudos com metabolismo de plantas submetidas a diferentes
relacdes fonte dreno de fotoassimilados sao desenvolvidos em condi¢cdes de casa de
vegetacdo ou em laboratérios através de técnicas de hidroponia (GENTRY e BELOW,
1993), infusdo no colmo (BOYLE et al., 1994) e ainda crescimento de grdos in vitro
(CAZETTA et al.,, 1999). Tais técnicas apresentam as vantagens de conseguir maior
controle no suprimento de assimilados para o grdo, apresentam maior facilidade na
conducao do experimento e controle dos fatores ambientais que interferem no
estabelecimento e formacao dos graos (FALEIROS et al., 1996). Por outro lado, muitas
vezes a obtencao de resultados em condigdes controladas além de serem especificos,
nao refletem o real comportamento das plantas no campo, impedindo assim que
parametros do metabolismo possam ser utilizados como ferramentas por outros
pesquisadores.

Na tentativa de evitar estes problemas o presente trabalho objetivou avaliar o
efeito de diferentes relagcdes fonte e dreno de fotoassimilados sobre o metabolismo do
nitrogénio através do desfolhamento parcial e controle do numero de gréos polinizados
em plantas de milho cultivadas a campo, através da avaliacdo da atividade das enzimas
glutamato oxaloacetato transaminase e glutamato piruvato transaminase, do teor de

proteina soluvel e ainda sobre a producdo de massa seca dos colmos folhas e graos.



MATERIAL E METODOS
Conduziu-se o experimento na Fazenda de Ensino e Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinaria de Jaboticabal — UNESP, num latossolo roxo com as

caracteristicas quimicas apresentadas no quadro 1.

Quadro 1. Analise Quimica do solo

pHem M.O. P (resina) K Ca Mg H+AI SB T \%
CaCl, g/dm® mg/dm?® 0070070 /s |31 AA— %
5,3 29 53 4,2 45 18 38 67,2 105,2 64

Nesta area, preparada no sistema de plantio convencional, cultivou-se o milho
hibrido simples, super precoce e com baixa prolificidade “Agromen 3050”, plantado no
espacamento de 0,9m entre linhas e 20 cm entre plantas, adubado conforme
recomendacgao para a cultura no estado de Sdo Paulo (FORNASIERI FILHO, 1992). O
experimento constou de sete tratamentos: 1) Plantas com 100% das folhas e
polinizacado de todos os graos (controle) (100/100), 2) retirada de todas as folhas; com
polinizacdo de 100% dos graos (0/100), 3) retirada de dois tercos das folhas; com
polinizacédo de 100% dos graos (33/100), 4) retirada de um tergos das folhas; com
polinizacédo de 100% dos graos (66/100), 5) sem retirada de folhas; com polinizagéo de
0% dos graos (100/0), 6) sem retirada de folhas; com polinizagdo de 27% dos graos
(100/27) e 7) sem retirada de folhas; com polinizacdo de 50% dos graos (100/50),
aplicados na fase de pendoamento da cultura. Inicialmente, pretendia-se ter 33 e 66%
de dreno, porém, em funcdo da impossibilidade de controlar perfeitamente a
polinizagao, obteve-se somente 25 e 50%, respectivamente. O experimento foi disposto
em blocos casualizados com quatro repeticdes totalizando 28 parcelas de 63 m? de
area util com 1 metro de bordadura.

Para controlar a proporcao de folhas manteve-se um numero de folhas
correspondente a percentagem de cada tratamento, sendo essas distribuidas
uniformemente na planta, a folha mais proxima da espiga sempre foi mantida, pois foi a
folha coletada para ser submetida as analises laboratoriais. A propor¢céo de graos foi

estabelecida através da polinizagdo controlada dos estigmas da espiga. Em plantas



com 100 % de graos, apds a polinizagao artificial as espigas foram mantidas expostas
para garantir que o maximo dos estigmas fosse polinizado.

Aos 2, 10, 20 e 30 dias apos a polinizagao coletaram-se 10 plantas por parcela,
foram separados os colmos, folhas e espigas, que foram secos em estufa a 65 — 70°C
até massa constante para a determinagado da massa seca. Das dez plantas coletadas
em cada parcela retiraram-se amostras de folhas e colmos na altura da insercao da
espiga, bem como gréos do terco médio da espiga, imediatamente apds o corte das
plantas. Este material foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido, sendo
posteriormente liofilizado até massa constante, separado o endosperma dos graos,
moido finamente na presenca de nitrogénio liquido e armazenado em freezer a —65 °C,
material este utilizado para a determinagao da proteina soluvel total e atividade das
enzimas GOT e GPT.

Realizou-se a extragao das proteinas e enzimas de acordo com SINGLETARY
et al. (1990) e CAZETTA (1997). Por volta de 50 mg de amostra liofilizada foi
homogeneizada, por 30 segundos, a 4 °C, em 1 mL de tampao extrator HEPES (acido
N-2-hidroximetilpiperazina- N’-2-etanossulfénico) 50 mM, pH 7,7, contendo MgCl, 5 mM
e DTT (Ditiotreitol) 1 mM, submetido a uma centrifuga refrigerada (20.000 g, 4 °C, 20
minutos) e o sobrenadante utilizado para a determinagao da atividade enzimatica e o
teor de proteina soluvel total.

A atividade da GOT foi determinada de acordo com DOEHLERT (1987) e
SINGLETARY et al. (1990). Em meio constituido de: Tampao Bicina [N,N-di-
(hidroxietil)glicina] 50 mM, pH 8,5; MgCl, 5 mM, L-aspartato 30 mM; NADH 0,2 mM,;
Desidrogenase malica 2,5 Ul / mL e 25 uL de extrato enzimatico para um volume final
de 1 mL e «-cetoglutarato 10 mM. Mediu-se a atividade pela velocidade de formagéo de
NAD", a 30 °C, a 340 nm por 10 minutos.

A atividade da GPT foi determinada utilizado-se principio semelhante ao aplicado
para a GOT (DOEHLERT, 1987, SINGLETARY et al.,, 1990). Sendo o meio assim
constituido: Tampao HEPES 50 mM, pH 7,2; MgCl, 5 mM, L-alanina 20 mM; NADH 0,2
mM; Desidrogenase lactica; 2,5 Ul / mL; e 25 yL de extrato enzimatico.



Usando o extrato preparado para determinagdo da atividade enzimatica,
determinou-se o teor de proteinas soluveis através do método descrito por PETERSON
(1977), que envolve a precipitagdo com TCA (acido tricloroacético) 72%; centrifugacao
(1800 g, 15 minutos); ressuspensdo com SDS (dodecil sulfato de sodio); reacao
colorimétrica com reagente de Folin-Ciocauteau e solugdo de CTC (cobre-tartarato-
carbonato), com posterior determinacao espectrofotométrica a 750 nm. Para conversao
das absorbancias em concentracido utilizou-se uma curva padrao usando albumina de
soro bovino como padréo.

Os resultados das avaliagbes foram submetidos a analise de variancia pelo teste
F e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
segundo indicagcbes de BANZATO e KRONKA (1992). Para as analises estatisticas
utilizou-se o programa ESTAT - Sistema para Analises Estatisticas (V. 2.0),
desenvolvido pelo Departamento de Ciéncias Exatas e Pélo Computacional da FCAV-

Unesp - Jaboticabal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis de proteina soluvel nas folhas, colmos e endospermas variaram em
funcdo das proporgdes de folhas/graos, sendo que o efeito variou dependendo da parte
da planta analisada e da época de amostragem (Figuras 1, 2 e 3).

As plantas submetidas ao desfolhamento total (0/100) apresentaram maior teor
de proteina soluvel nos endospermas em todas as avaliagdes, quando comparado aos
demais tratamentos, seguido do tratamento com 25% de graos (100/25). O teor de
proteina soluvel nos endospermas das plantas submetidas a 33% e 66% de
desfolhamento foi menor que nas plantas testemunhas aos 20 e 30 dias apds a
aplicacdo dos tratamentos (Figura 1). Ao longo do tempo ocorreram redugdes
significativas nos teores de proteina soluvel dos endospermas em todos os tratamentos,

sendo os menores valores observados aos 30 dap.
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Figura 1. Teor de proteina soluvel no endosperma de graos de milho aos 10, 20 e 30 dias apés
a polinizacado (dap) em funcdo de diferentes propor¢cbes folha/graos aplicadas na
fase de polinizacdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério, apresentando C.V. de 2,16 € 2,25%
para tratamentos e avaliagbes respectivamente. Médias seguidas de letras iguais,
maiusculas para avaliagbes e minusculas para tratamentos, nao diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os niveis de proteina soluvel nas folhas (Figura 2) apresentaram valores
maximos aos dois dias apds a polinizagdo para todos os tratamentos, reduzindo
gradativamente até os 20 dap, mantendo-se constante dos 20 aos 30 dap. O
comportamento dos tratamentos ndao foi 0 mesmo em todas as avaliagbes, porém as
plantas com 60% das folhas (66/100) e 50% dos gréos (100/50), apresentaram
aumentos significativos no teor de proteina soluvel. Nos tratamentos com 33% das



folhas (33/100), 0 e 25% de graos (100/0 e 100/25, respectivamente) o teor de proteina

soluvel nas folhas reduziu significativamente, quando comparados ao controle.
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Figura 2. Teor de proteina soltvel em folhas de plantas de milho aos 2, 10, 20 e 30 dias apés a
polinizacao (dap) em funcgao de diferentes proporgdes folha/graos aplicadas na fase
de polinizacdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em triplicata no laboratério, apresentando C.V. de 1,39 e 1,52%
para tratamentos e avaliagbes respectivamente. Médias seguidas de letras iguais,
maiusculas para avaliacbes e minusculas para tratamentos, nao diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Plantas sem graos (100/0) e sem folhas (0/100), foram as grandes acumuladoras
de proteina soluvel nos colmo (Figura 3), provavelmente por demandarem menos
metabdlitos em funcdo da falta de folha, ou por ndo possuirem dreno suficiente nas

espigas. Por outro lado, observou-se que em plantas normais (100/100) ou plantas que



sofreram desfolhamentos menos drasticos (33/100 e 66/100) e com parte dos graos na
espiga (100/25 e 100/50), praticamente nao diferem entre si nas avaliagdes, enquanto
que entre as avaliagdes o teor de proteina soluvel no colmo diminuiu drasticamente

apo6s os 10 dias apds a polinizacao.

P 18 2
316 =25 3 5 @
o o a< < m o)
g © a < m o
| m 0 O m
S Mégds & ] ==
8310* 08 8 8 8
= g G o
7)) o “—
o O
E 6-
o
O 4 -
o
3 2
o
s 0
2 dap 10 dap 20 dap 30 dap

@ 100/100 m0/100 O 33/100 O 66/100 m100/0 @ 100/25 m 100/50

Figura 3. Teor de proteina soluvel no colmo de plantas de milho aos 2, 10, 20 e 30 dias apods a
polinizacao (dap) em fungéo de diferentes proporgdes folha/graos aplicadas na fase
de polinizagdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro
parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério, apresentando C.V. de 4,75 € 4,18%
para tratamentos e avaliagbes respectivamente. Médias seguidas de letras iguais,
maiusculas para avaliagdes e minusculas para tratamentos, nao diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O comportamento da atividade da glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT),
nos endospermas, acompanhou a tendéncia observada para o teor de proteina soluvel

(Figura 4). A atividade desta enzima nos endospermas foi significativamente maior aos



10 dias apos a polinizagao, independentemente do tratamento aplicado, reduzindo

gradativamente até os 30 dap.
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Figura 4. Atividade da Enzima Glutamato Oxoaloacetato Transaminase no endosperma de
graos de milho aos 10, 20 e 30 dias apdés a polinizagdo (dap) em funcdo de
diferentes proporc¢des folha/graos aplicadas na fase de polinizacéo da cultura. Cada
barra da figura representa a média de quatro parcelas, analisadas em triplicata no
laboratério, apresentando C.V. de 8,57 e 11,66% para tratamentos e avaliacbes
respectivamente. Médias seguidas de letras iguais, mailusculas para avaliagdes e
minusculas para tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Outro fato observado € que aos 30 dap n&o houve diferenca na atividade
enzimatica entre os tratamentos, provavelmente porque nesta fase os graos ja estavam

praticamente formados, e a transaminagao nao se fazia mais necessaria nestes 6rgaos.



Houve reducéo significativa da atividade da GOT aos 20 dap nos tratamentos
com 0 e 66% de folhas e 25 e 50% de graos (Figura 4), mas nao se verificou efeito
negativo na atividade da enzima no tratamento com 33% de folhas quando comparados

ao tratamento testemunha (100/100)
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Figura 5. Atividade da Enzima Glutamato Oxoaloacetato Transaminase em folhas de plantas de
milho aos 2, 10, 20 e 30 dias apds a polinizacao (dap) em fungdo de diferentes
propor¢des folha/graos aplicadas na fase de polinizagdo da cultura. Cada barra da
figura representa a média de quatro parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério,
apresentando C.V. de 3,85 e 5,14% para tratamentos e avaliagbes respectivamente.
Médias seguidas de letras iguais, maiusculas para avaliagbes e minusculas para
tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

A atividade da GOT nas folhas variou ao longo do periodo avaliado, sendo que

os tratamentos apresentaram os maiores valores aos 20 dap e os menores aos 10 e 30



dap, (Figura 5). Aos 2 e 20 dap as plantas com 66% de folhas (66/100), apresentaram
maior atividade enzimatica, seguidas das com 33% de folhas e sem a presenca de
graos na espiga (100/0).

A atividade da GOT nas folhas de plantas com 25% e 50% de gréos na espiga,
reduziu significativamente aos 2, 20 e 30 dap, quando comparados ao tratamento
testemunha.

Nos colmos, a maxima atividade da GOT foi abservada aos 10 dap para o
tratamento testemunha, para os com 0% e 66% de folhas e ainda nos com 50% dos
graos, enquanto que as plantas com 33% de folhas e 25% de grdos a maior atividade
foi aos 20 dap (Figura 6).

O comportamento da atividade da GOT seguiu a mesma tendéncia nos colmos,
nas folhas e nos grdos, acompanhando o teor d proteina soluvel, ou seja, os
tratamentos mais drasticos tanto de controle de folhas quanto de graos estimularam
significativamente a atividade enzimatica.

A glutamato-piruvato transaminase (GPT), apresentou comportamento
semelhante ao da GOT quando comparadas entre as avaliagdes (Figuras 7, 8 e 9),
embora tenha tido atividades relativamente menores nos endospermas, folhas e
colmos.

A diferenca entre as atividades das transaminases é destacada nas folhas onde
a GPT apresentou atividades em torno de 5% das obtidas para a GOT, independente
do tratamento aplicado. Estes dados concordam com os de CAZETTA (1997), que
encontrou atividades da GPT em torno de 20% das obtidas para a GOT, em folhas de
plantas de milho submetidas a diferentes doses de NPK. SINGLENTARY et al. (1990),
avaliando o suprimento de nitrogénio em graos de milho cultivados in vitro, também

encontraram atividades menores da GPT quando comparadas as da GOT.
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Figura 6. Atividade da Enzima Glutamato Oxoaloacetato Transaminase no colmo de plantas de
milho aos 2, 10, 20 e 30 dias apds a polinizagdo (dap) em fungdo de diferentes
propor¢des folha/graos aplicadas na fase de polinizagdo da cultura. Cada barra da
figura representa a média de quatro parcelas, analisadas em triplicata no laboratério,
apresentando C.V. de 4,71 e 5,03% para tratamentos e avaliagbes respectivamente.
Médias seguidas de letras iguais, mailsculas para avaliagbes e minusculas para
tratamentos, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

A atividade da GPT nos endospermas foi maxima aos 10 dap (Figura 7),
independente do tratamento, com diminuicdo gradativa até os 30 dap. Avaliando os
tratamentos independentemente, observa-se que a redu¢do mais drastica na atividade
da GPT ocorreu nos endospermas de plantas com 0% e 66% de folhas, enquanto que
os tratamentos com 33% de folhas, 25% e 50% de grados, mantiveram as maiores

atividades em todas as avaliagdes, sendo superiores a atividade da GPT nos



endospermas das plantas do tratamento testemunha somente aos 30 dap. Este
comportamento segue a mesma tendéncia da atividade da GOT e provavelmente
ocorreu, pois, as plantas que tem area foliar ou numero de gréos afetados tendem a
aumentar a atividade enzimatica e provavelmente todo seu metabolismo para se

recuperar do estresse sofrido.
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Figura 7. Atividade da Enzima Glutamato Piruvato Transaminase em endospermas de graos de
milho aos 10, 20 e 30 dias apdés a polinizagcao (dap) em fungdo de diferentes
proporgdes folha/graos aplicadas na fase de polinizagdo da cultura. Cada barra da
figura representa a média de quatro parcelas, analisadas em ftriplicata no laboratério,
apresentando C.V. de 10,10 e 15,02% para tratamentos e avaliagbes
respectivamente. Médias seguidas de letras iguais, maiusculas para avaliagbes e
minuUsculas para tratamentos, nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.



Plantas que sofreram a retirada de 100% das folhas devem ter degradado parte
das as macromoléculas, inclusive as enzimas analisadas, para fornecerem energia as
células na tentativa de sobrevivéncia, mas morreram precocemente.

A analise da Figura 8 demonstra que a GPT na folha atua efetivamente num
periodo restrito da fase reprodutiva da cultura, pois a atividade desta enzima sofreu um
grande incremento aos 20 dap, enquanto que aos 2, 10 e 30 dap a atividade foi

extremamente baixa, nao diferindo entre os tratamentos.
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Figura 8. Atividade da Enzima Glutamato Piruvato Transaminase em folhas de plantas de milho
aos 2, 10, 20 e 30 dias apoés a polinizacao (dap) em fungao de diferentes proporgdes
folha/graos aplicadas na fase de polinizacdo da cultura. Cada barra da figura
representa a média de quatro parcelas, analisadas em triplicata no laboratdrio,
apresentando C.V. de 20,14 e 18,79% para tratamentos e avaliagdes
respectivamente. Médias seguidas de letras iguais, mailsculas para avaliagdes e
minusculas para tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.



Aos 20 dap observa-se que todos os tratamentos estimularam a atividade da
GPT na folha, menos o tratamento com 50% de grdos que manteve a atividade
enzimatica na folha semelhante ao do tratamento testemunha (Figura 8).

A atividade da GPT nos colmos revelou-se aproximadamente 50% da atividade
observada para a GOT (Figura 9), sendo que os tratamentos tiveram comportamentos

distintos quando comparados em cada avaliagao.
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Figura 9. Atividade da Enzima Glutamato Piruvato Transaminase no colmo de plantas de milho
aos 2, 10, 20 e 30 dias apoés a polinizagao (dap) em fungéo de diferentes proporg¢des
folha/graos aplicadas na fase de polinizagcdo da cultura. Cada barra da figura
representa a média de quatro parcelas, analisadas em triplicata no laboratorio,
apresentando C.V. de 9,56 e 8,53% para tratamentos e avaliagbes respectivamente.
Médias seguidas de letras iguais, maiusculas para avaliagbes e minusculas para
tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.



Plantas do tratamento testemunha e dos com 33% e 66% de folhas
apresentaram elevacgao na atividade da GPT nos colmos dos 2 aos 10 dap, em seguida
sofrendo queda progressiva até os 30 dap. A atividade no colmo de plantas com 25% e
50% de graos na espiga apresentou elevagdo dos 2 aos 10 dap e depois manteve-se
constante até os 30 dap. Os tratamentos mais drasticos, ou seja, plantas sem folhas
(0/100) ou sem graos (100/0), promoveram aumentos progressivos na atividade da GPT
nos colmos dos 2 aos 30 dap.

Nao houve diferengas significativas entre as avaliagdes quanto ao acumulo de
massa seca no colmo das plantas que sofreram desfolha total (Figura 10). Nos demais
tratamentos de redugao da fonte observou-se decréscimo no acumulo de massa seca
entre os 10 e 20 dap, e aumento a partir de entdo, o que também foi observado nos
tratamentos com 25% e 50% de grdos. O maior acumulo de massa seca no colmo foi
obtido no tratamento com 0% de grdos. Quanto maior o tamanho da fonte e menor o

tamanho do dreno, maior foi o acumulo de massa seca no colmo.
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Figura 10. Massa seca de colmos, total por planta aos 2, 10, 20 e 30 dias apés a polinizagao
(dap) em funcdo de diferentes proporcdes folha/grédos aplicadas na fase de
polinizagdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro parcelas,
onde coletou-se 10 plantas, apresentando C.V. de 14,21 e 12,61% para tratamentos
e avaliagdes respectivamente. Médias seguidas de letras iguais, maiusculas para
avaliagdes e minusculas para tratamentos, nao diferem entre si pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.

A produgdo de massa seca total de folhas por planta (Figura 11), foi maior no
tratamento com 0% de graos, quando comparado aos demais tratamentos com 100%
de fonte, isso provavelmente ocorreu devido o aumento da area foliar total da planta, ja
que o aumento de MS por unidade de area nao diferiu (SILVA, MATTER e CAZETTA,
2001). Quando se comparou cada tratamento nas diferentes épocas, observou-se que a
massa seca de colmos aumentou significativamente dos 0 d.a.p. para os 30 d.a.p.,

somente nos tratamentos com 66% de folhas e 0% de graos, indicando que as plantas



com limitagao de dreno continuaram vegetando mesmo apdés entrar na fase reprodutiva,

enquanto as dos demais tratamentos direcionaram seus metabdlitos para a formagao

da espiga, praticamente cessando o acumulo de MS nas folhas.
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Figura 11. Massa seca de folhas, total por planta aos 2, 10, 20 e 30 dias apds a polinizagao
(dap) em funcdo de diferentes proporgdes folha/graos aplicadas na fase de
polinizagdo da cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro parcelas,
onde coletou-se 10 plantas, apresentando C.V. de 16,49 e 11,09% para tratamentos
e avaliagdes respectivamente. Médias seguidas de letras iguais, maiusculas para

avaliagdes e minusculas para tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.

A producgao de graos (Figura 12) foi diretamente afetada pela limitagao da fonte,
0 que € comprovado quando compara-se os tratamentos testemunha, com 33% e 66%
fonte. Observou-se que a retirada de apenas 33% das folhas da planta (66/100),



promoveu uma redugao de 20% na produgdo, enquanto a retirada de 66% das folhas

(33/100) reduziu 58% a produgdo de grdaos quando comparado ao tratamento

testemunha.
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Figura 12.Produgédo de graos por planta aos 10, 20 e 30 dias apds a polinizacao (dap) em
funcdo de diferentes proporg¢des folha/graos aplicadas na fase de polinizagdo da
cultura. Cada barra da figura representa a média de quatro parcelas, onde coletou-
se 10 plantas, apresentando C.V. de 14,29 e 11,96% para tratamentos e avalia¢des
respectivamente. Médias seguidas de letras iguais, mailusculas para avaliagdes e
minusculas para tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.



CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitiram esclarecer que:
- Os teores de proteina soluvel foram mais afetados nos graos, onde os maiores valores
foram encontrados aos 10 dap., nos tratamentos sem folhas e sem gréos.
- A GOT e GPT tiveram atividades maximas aos 10, 20 e 10 dap em gréaos, folhas e
colmos, respectivamente, sendo que o desfolhamento total e a auséncia de graos na
espiga estimularam a atividade das transaminases nas diferentes partes da planta.
- A atividade da GPT foi 95%, 31% e 61% inferior a da GOT nas folhas, endospermas e
colmos, respectivamente.
- O controle do numero de graos nao afetou a massa seca das folhas ao longo do
periodo avaliado ao passo que a massa seca dos colmos diminuiu com a redugédo do
numero de folhas por planta e aumentou com a redugdo do numero de gréos, efeito
visualizado aos 20 dap.
- As reducgdes de 66% e 33% no numero de folhas reduziram a produg¢ao de graos aos
30 dap em 58% e 20%, respectivamente e a reducdo de 75% e 50% no numero de
graos, promoveu a produgéo de 17% e 48%, respectivamente, quando comparados ao

controle.
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CAPITULO 4 - IMPLICACOES

O estudo do metabolismo do nitrogénio em plantas de milho demonstrou-se
extremamente complexo, pois envolve a sintese, degradacéo, deposigcédo e transporte
de varios metabdlitos, bem como a sintese e a ativagdo de enzimas que desempenham
papel fundamental no crescimento e atuagdo nos diferentes o6rgaos e,
consequentemente na produgcdo das plantas, sofrendo influéncia de varios fatores
dentre eles os relacionados a fonte e dreno de fotoassimilados. Além disso, certamente
esta intimamente relacionado com o metabolismo do carbono na planta exigindo que se
tenha conhecimento nas areas de fisiologia e bioquimica de plantas, para que se possa
compreender a planta como um todo, entendendo os mecanismos de resposta aos
diferentes tratamentos.

Das enzimas avaliadas, no presente trabalho a atividade das transaminases foi a
que mais variou enquanto que a atividade da redutase do nitrato na folha nao foi
afetada. A maior atividade das transaminases nos tratamentos sem folhas e sem graos
coincide com os maiores teores de N-total nos colmos, de aminoacidos livres, proteina
soluvel e N-nitrato nas folhas e colmos, além do aparecimento de sintomas de
senescéncia precoce nas folhas e maior acumulo de massa seca nos colmos de plantas
sem graos e ainda maior tamanho dos graos remanescentes nas plantas em que se
controlou a polinizagéo.

Estes resultados levam a concluir que a limitagdo da fonte ou do dreno nao
promove acumulo de diferentes formas de N na planta em fungdo da limitagcdo da
sintese protéica, mas sim pela tentativa de compensar o metabolismo em fungao da
reducdo do numero de folhas (fonte de fotoassimilados) tiveram que remobilizar
compostos das folhas remanescentes e principalmente do colmo na tentativa de manter
o enchimento dos graos. Entretanto, no caso mais extremo em que foram retiradas
todas as folhas das plantas as reservas do colmo n&o conseguiram sustentar a
demanda da espiga e toda a planta entrou em colapso. No caso da redugao do numero

de graos na espiga, boa parte dos metabdlitos nitrogenados, e provavelmente também



os glicidicos, que normalmente seriam translocados para a espiga foram desviados
para o colmo promovendo o incremento de massa seca dos mesmos, ou acumularam
nas folhas, acompanhado do surgimento de sintomas de senescéncia precoce nas
mesmas.

O presente trabalho, além de trazer contribuicbes para se compreender o
comportamento do metabolismo do nitrogénio em plantas de milho que tenham suas
relacbes fonte/dreno alteradas, ofereceu a oportunidade de trabalhar com alguns
aspectos metodoldgicos da instalagdo e condugdo de experimentos que merecem ser
mencionados. Por exemplo, o estabelecimento de diferentes niveis de fonte e dreno
através da manutencdo de diferentes numeros de folhas na planta e da polinizagao
parcial dos estigmas na espiga ndo exigindo grande estrutura para promover condigdes
de cultivo controlado e oferecendo bons resultados. Entretanto, ha a necessidade de
aprimoramento do controle do dreno, através do refor¢o da polinizagao ao longo da fase
reprodutiva para garantir que os estigmas mais tardios sejam fecundados, evitando-se o
problema do n&o estabelecimento exato do nivel de dreno pretendido.

Deve ser considerada ainda, em estudos desta natureza a necessidade da
avaliagao conjunta do metabolismo nitrogenado e glicidico para facilitar o entendimento
do comportamento da planta; o estudo do comportamento metabdlico de gendtipos com
diferentes capacidades de remobilizacdo de fotoassimilados; o estudo de proteases
ligadas a degradagdo de compostos mais complexos do metabolismo do nitrogénio e
glicidico das plantas submetidas a restricido de fonte ou dreno de fotoassimilados; o
estudo de padrdes isoenzimaticos das enzimas estudadas em funcado dos tratamentos
aplicados o que provavelmente permitiria dar respostas mais exatas do comportamento
do metabolismo das plantas, pois ha evidéncias da existéncia de diferentes isoenzimas
que apresentam respostas diferenciadas em fungdo do maior ou menor suprimento de

seus substratos cujas variagdes nao sao detectadas analisando a atividade total.
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