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Resumo. O cultivo do arroz no ambiente terras altas parece ser, dentre as principais culturas, o0 menos
adaptado ao sistema plantio direto (SPD). Uma das razGes atribuidas para esta menor adaptagdo ao SPD seria
a baixa atividade da enzima nitrato redutase (NR), o que dificultaria a assimilacdo de nitrogénio pelas
plantulas. Entretanto, pode haver diferencas entre os genotipos quanto a atividade dessa enzima. Desse
modo, o objetivo deste trabalho foi determinar a atividade da enzima NR em distintos cultivares de arroz de
terras altas e em diferentes épocas do inicio de desenvolvimento da cultura. O experimento foi conduzido em
condigOes controladas, em delineamento experimental em blocos completos casualizados com os tratamentos
arranjados em esquema fatorial, 10 (cultivares de arroz) x 4 (épocas de avaliagdes), com quatro repeticdes.
As avaliagdes da atividade da enzima NR foram realizadas no terco médio do tecido foliar fresco. Houve
interagdo entre cultivares e épocas de avaliacdo (p=0,0178). A atividade enzimatica da NR foi superior na
cultivar IAC 202, aos 7 dias apds a emergéncia (DAE). Aos 14 DAE, as cultivares Carajas, IAC 202, BRS
Sertaneja, BRS Bonanga e BRS Curinga apresentaram elevada atividade desta enzima. Aos 21 DAE, a
atividade da NR foi superior nas cultivares Primavera e BRS Bonanga. Entretanto, aos 28 DAE, ndo houve
diferencas entre as cultivares quanto a esta varidvel. Conclui-se que atividade da enzima NR, na cultura do
arroz de terras altas, ¢ dependente da cultivar, do periodo de desenvolvimento vegetal e decresce com o
avanco do ciclo da cultura.

Palavras-chave: aménio, nitrogénio, Oryza sativa, sistema plantio direto

Abstract. The cultivation of upland rice seems to be, among the major crops, the least adapted to the no-
tillage system (NTS). One of the reasons attributed to this lower adaptation to NTS would be the low activity
of the nitrate reductase enzyme (NR), which would hinder the nitrogen absorption by seedlings. However,
there may be differences in the enzyme activity among the rice genotypes. Therefore, the aim of this study
was to evaluate the activity of NR enzyme in distinct upland rice cultivars and in different times of crop early
development. The experiment was performed under controlled conditions, with experimental design in a
completely randomized block in factorial scheme 10 (rice cultivars) x 4 (assessment times) with four
replications. The evaluations of NR activity were carried out in the middle third of fresh leaf tissue. There
was interaction between cultivars and evaluation time (p = 0.0178). The enzymatic activity of NR was higher
in IAC 202, at 7 days after emergence (DAE). At 14 DAE, the cultivars Carajas, IAC 202, BRS Sertaneja,
BRS Curinga and BRS Bonanga showed high activity of this enzyme. At 21 DAE, the enzymatic activity
was higher in cultivars Primavera and BRS Bonanga. However, at 28 DAE, there were no differences among
cultivars for this variable. We conclude that NR enzyme activity in upland rice crop is dependent of cultivar,
period of plant development and decreases with the advancement of the crop cycle.

Keywords: Ammonium, nitrogen, Oryza sativa, no-tillage system.
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O Sistema Plantio Direto (SPD) se destaca
por possibilitar uma série de beneficios ambientais,
pois reduz a erosdo laminar do solo e diminui o
carreamento de fertilizantes e agrotoxicos para 0s
mananciais de agua, garantindo menor poluicdo das
aguas superficiais e favorece 0 aumento da matéria
organica do solo, com reflexos positivos na
produtividade das culturas (Nascente et al., 2013,;
Nascente & Crusciol, 2012).

O arroz pode ser plantado no ecossistema
terras altas ou de véarzeas (Farooq et al., 2009;
Fideliset al., 2011; Nunes et al., 2012). No ambiente
terras altas o arroz é cultivado no sistema de
sequeiro ou irrigado por aspersdo convencional.
Nesse sentido, segundo Kluthcouski et al. (2000) o
arroz de terras altas parece ser, dentre as principais
culturas, 0 menos adaptado ao SPD. Uma das razGes
atribuidas para esta menor adaptacdo da cultura ao
SPD seria a baixa atividade da enzima nitrato
redutase (NR) que dificultaria a absorcdo de
nitrogénio pelas plantulas de arroz (Malavolta, 1980;
Holzschuh et al., 2009; Poletto et al., 2011; Araujo
et al., 2012). A NR € a primeira enzima que atua no
processo de assimilacdo do nitrogénio nas plantas,
sendo responsavel pela reducdo do nitrato a nitrito
(Purcino et al., 1994). Experimentos desenvolvidos
por S& (1999), D’Andrea et al. (2004) e Pacheco et
al. (2011) mostraram que no SPD ha uma maior
disponibilidade de N-NO; no solo em relagéo ao
plantio convencional (PC) devido ao ambiente SPD
possuir mais umidade, teor de nutrientes e maiores
quantidades de matéria organica favorecendo uma
maior atividade microbiologica, em especial das
bactérias nitrificadoras.

Neste sentido, foram observadas diferengas
entre 0s genotipos de arroz quanto a atividade da
enzima NR (Ta & Ohira, 1981; Barlaan & Ichii,
1996; Badan, 2003; Ouko, 2003; Justino et al.,
2006). Entretanto no Brasil poucos sdo os estudos
onde se avaliou a atividades da enzima NR em
cultivares de arroz de terras altas, tendo-se a
indagagdo se realmente estas novas cultivares
possuem baixa atividade da NR no inicio de seu
desenvolvimento. Dessa forma, partindo-se da
hipotese de que -cultivares de arroz possuem
diferencas na atividade da enzima NR, o objetivo
deste trabalho foi de determinar a atividade da
enzima NR em cultivares de arroz de terras altas no
inicio de desenvolvimento da cultura.

O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo com temperatura variando de 15a28 °C e
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umidade relativa variando de 40 a 90%. O solo
utilizado foi um Latossolo Vermelho eutrofico
proveniente de uma area sob SPD ja consolidado.
Foram utilizadas amostras deformadas com as
seguintes caracteristicas quimicas (Raij et al., 2001)
na camada 0-20 cm: matéria orgénica, 29,9 g dm?:
NO; 14 mg dm™; pH (1:2,5 solo/suspensio de CaCl,
0,01 mol L™, 5,60; P (resina), 26,3 mg dm?, K, Ca
e Mg trocaveis de 3,4, 55,0 e 30,0 mmol. dm?,
respectivamente, acidez total em pH 7,0 (H + Al) de
31 mmol, dm?, capacidade de troca de cétions total
(CTC) de 119 mmol, dm*, saturacio por bases (V)
de 74 %.

O delineamento experimental foi em blocos
completos casualizados com o0s tratamentos
arranjados em esquema fatorial 10 x 4, com quatro
repeticoes. Os tratamentos foram constituidos de dez
cultivares de arroz (Caiap6, Carajas e IAC-25 —
grupo tradicional; Primavera, IAC 202 e BRS
Sertaneja — grupo intermediario; e BRS Bonanca,
BRS Curinga, Maravilha e BRS Talento — grupo
moderno) e quatro épocas de avaliacdo (7, 14, 21 e
28 dias apos a emergéncia do arroz).

Cada unidade experimental constitui-se de
um vaso plastico com oito litros de capacidade,
totalmente preenchido com material de solo
peneirado (malha 2 mm) e adubado com 150 mg dm’
3 de P e 80 mg dm™ de K. N&o foi fornecido N, para
gue este nutriente ndo alterasse a atividade da
enzima NR. Foram semeadas 20 sementes por vaso
e, apds a germinacdo, mantidas as 10 plantas mais
uniformes. Os vasos foram irrigados para
manutencdo do teor de agua do solo em 80% da
capacidade de campo. O volume de reposicdo de
agua foi determinado por meio da pesagem dos
Vasos.

Para avaliar a atividade da nitrato redutase,
foram pesados 200 mg de tecido foliar (provenientes
do terco medio) e colocada em tubos de ensaio com
5 mL de solucdo de incubacdo (Jaworski, 1971).
Estd solucdo foi constituida por tampdo fosfato
(KH,PO,4 0,1 M; pH 7,5), KNO; (0,1M), n-propanol
(3% wv/v) e NADH (B-nicotinamida adenina
dinucleotideo, forma reduzida). O n-propanol foi
usado para aumentar a permeabilidade celular ao
nitrato e ao nitrito. O NADH foi utilizado como
doador de elétrons para ativagdo da enzima nitrato
redutase. Isto foi necessario porque o congelamento
das amostras em nitrogénio liquido inativou o
NADH presente naturalmente na planta. O tecido
vegetal, submerso na solu¢do de incubacdo, foi
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filtrado a vacuo durante um minuto com descanso de
30 segundos. Este procedimento foi repetido trés
vezes e teve por finalidade aumentar a penetracéo da
solugéo nos tecidos.

Apos a infiltracdo, os tubos foram cobertos
com papel aluminio e mantidos, na auséncia de luz,
em banho-maria a 30 °C, por 30 minutos. Finalizada
a incubacdo efetuou-se a filtragem do material. O
material filtrado foi diluido oito vezes em tampao
fosfato. Desta dilui¢do retirou-se uma aliquota de 1
mL a qual foi adicionado 1 mL de sulfanilamida 1%
(para interromper a reacdo) e 1 mL de N-naftil-
etilenodiamino 0,02%. ApoOs a adicdo destes
reagentes, procedeu-se a leitura de absorbancia em
espectrofotdmetro a 540 nm. A atividade da enzima
foi expressa em pmoles de NO; liberados por grama
de matéria fresca na solucdo de incubagdo no
periodo de uma hora (umoles de NO, h* g* mf?)
com base na curva padrdo de NaNO; (0, 5, 10, 20,
25, 40 e 50 uM) de acordo com a metodologia
proposta por Jaworski (1971).

Apo6s a verificagdo de que os dados

possuiam homogeneidade de variancias,
normalidade e independéncia dos residuos,
procedeu-se-se a analise de variancia (p<0,05). As
médias foram comparadas pelo teste LSD a 5% de
probabilidade. Para o fator época de avaliacdo
(DAE) foi realizada a analise de regressdo (5% de
probabilidade).

Houve diferencas na atividade da enzima
NR entre as cultivares de arroz e entre épocas de
avaliagdo (Tabela 1). Aos 7 DAE a maior atividade
da NR foi na cultivar IAC 202; e, aos 14 DAE nas
cultivares Carajas, IAC 202, BRS Sertaneja, BRS
Bonanga e BRS Curinga. Na terceira coleta (21
DAE) a atividade da NR foi maior nas cultivares
Primavera e BRS Bonanga. Aos 28 DAE ndo houve
diferencas entre as cultivares gquanto a atividade
enzimatica. Em outros trabalhos, Ta & Ohira (1981),
Barlaan & Ichii (1996), Badan (2003), Ouko (2003)
e Justino et al. (2006) também foram observadas
diferengas entre as cultivares de arroz quanto a
atividade da NR, o que pode estar relacionado a
origem genética dos materiais.

Tabela 1. Atividade da enzima nitrato redutase em folhas de dez cultivares de arroz no inicio do

desenvolvimento da cultura. Botucatu-SP, 2009

Cultivares de

Dias apos a emergéncia

arroz 7 14 21 28 Média
————————————————————————— 'NO,; (UM g de matéria fresca h™)--------=mmmmoeeee -
Caiapd 11,1d 9,5b 6,9bc 6,7a 8,5
Carajés 12,0cd 11,7a 6,4c 6,2a 9,0
IAC-25 12,9bc 9,2bc 5,4c 7,1a 8,6
Primavera 11,2d 9,7b 8,4ab 7,7a 9,2
IAC 202 15,7a 11,7a 6,7bc 7,6a 10,4
BRS Sertaneja 12,0cd 10,5ab 7,4bc 7,7a 94
BRS Bonanca 13,1bc 11,1a 9,8a 8,5a 10,6
BRS Curinga 11,1d 11,7a 7,4bc 7,4a 94
Maravilha 13,6bc 7,9¢ 7,2bc 7,1a 9,0
BRS Talento 12,6¢ 8,5bc 7,5bc 8,0a 9,2
Média 12,5 10,2 7,3 74 -

Fontes de variagdo

Analise de variancia

Graus de liberdade
Blocos
Cultivares (C)
Epoca avaliagdo (E)
CxE -

w O w

Probabilidade do teste F
0,8321
<0,001
<0,001
0,2879

'A atividade da nitrato redutase foi expressa pela quantidade de nitrito (NO,) formado. Letras mindsculas
nas colunas comparam as cultivares, letras maitsculas nas linhas comparam épocas de avaliagdo. Médias
seguidas pelas mesmas letras (maitscula ou minuscula) ndo diferem entre si pelo teste de t — LSD (P=0,05).

Segundo Santos (2007), que avaliou a

atividade enzimatica em duas cultivares de arroz,
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tradicional (Piaui) e melhorada (IAC-47), a maior
atividade da NR ocorreu na variedade tradicional.
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Para a melhor compreensdo quanto a absor¢do e
assimilacdo do nitrogénio por cultivares de arroz, é
preciso antes conhecer a origem desses materiais. O
arroz cultivado é dividido em dois grandes grupos
(sub-espécies): o Indica e o Japbnica, sendo que no
grupo Japdnica sdo reconhecidos dois subgrupos
temperado e tropical (Santos et al., 2006).

Assim, em estudo com 53 cultivares de
arroz do grupo Japonico e Indico, observou-se que a
atividade da enzima NR foi maior nas espécies do
grupo Indico, com atividade 30% superior as
espécies do grupo Japdnica (Barlaan & Ichii, 1996).
A maior eficiéncia na utilizacdo do N por espécies
do grupo Indica também foi constatada por Ta &
Ohira (1981). Ouko (2003) acrescenta que maiores
variacdes na atividade da NR ocorre nas cultivares
adaptadas ao ecossistema de terras altas (grupo
Japonica).

Observou-se também que a atividade da NR
foi reduzida ao longo do ciclo das cultivares de arroz
(Figura 1). Os dados de todas as cultivares foram
ajustados por modelos matematicos polinomiais de
segundo grau. Assim, com o desdobramento das
épocas de coleta para cada cultivar, contatou-se que
a atividade da NR aos 7 DAE foi maior em relagao

as demais épocas, ocorrendo tendéncia de
18,0 « Caiapd
M Carajas
A IAC-25
160 B Primavera
\\ HIAC 202
\\ @ BRS Sertaneja
14,0 ~
\. #BRS Bonanga
\\ -BRS Curinga
120 —Maravilha
¢ BRS Talento

NO2" (uM g de matéria fresca ﬁl)

Keel
o
1

o
o
1

estabilizagdo entre as avaliagdes dos 21 e 28 DAE
para as cultivares IAC 202, BRS Talento, Maravilha
e IAC 25.

Esses resultados confrontam a teoria de que
a atividade da enzima NR é baixa no inicio do
desenvolvimento do arroz e aumenta com o decorrer
do tempo (Malavolta, 1980). Uma das hipdteses
seria de que a maioria dos trabalhos onde se avaliou
a atividade desta enzima foi no ambiente com
manejo convencional do solo, em que predomina
maiores quantidades de amonio em relacdo ao
nitrato, sendo que no SPD h& maior predominancia
de nitrato (Sa, 1999; D’Andréa et al., 2004;
Nascente et al., 2012). Com o avango do
desenvolvimento do arroz no SPD, provavelmente
ocorreu maior conversao do amonio em nitrato,
causando a reducdo da atividade da enzima NR.
Segundo Fernandes & Rossielo (1986) a utilizagdo
combinada de nitrato e amoénio pode promover
aproveitamento direto da forma amoniacal, com a
formacdo de compostos nitrogenados como
proteinas estruturais e enzimas, as quais poderiam
estimular a agdo do sistema nitrato redutase, uma
vez que o nitrato acumulado ndo induziria a agdo
enzimatica.

y =0,0071x2 - 0,4757x + 14,25 R? =0,96**
y =0,0005x2 - 0,3421x + 14,875 R?=0,83**
y =0,0276x2 - 1,2671x+ 20,7 R? =0,95**
y =0,0041x2 - 0,3114x + 13,2 R2 = 0,99**
y =0,025x2 - 1,2936x + 23,875 R2 =0,95**
y =0,0092x2 - 0,55x + 15,65 R2 =0,92**
y =0,0036x2 - 0,3407x + 15,275 R?=0,99**
y =-0,0031x2 - 0,1129x + 125 R? =0,74**
y =0,0286x2 - 1,2886x+ 21 R2=0,97**

y =0,0235x2 - 1,0329x + 18,6 R? =0,99**

»
[=)

7 14

21 28

Dias apds a emergéncia

Figura 1. Atividade da enzima nitrato redutase em fungdo dos dias apds a emergéncia do arroz. Média de 10

cultivares. **significa significativo para p<0,01.
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Diante disso, verifica-se que novos estudos
devem ser realizados no SPD, avaliando-se também
0s teores de amonio e nitrato no solo para tentar
correlacionar a atividade da NR com as formas de N
no solo e seus efeitos no desenvolvimento das
cultivares de arroz.

Sumarizando, constata-se que a atividade da
enzima nitrato redutase diminui com o aumento da
idade das plantas nas cultivares de arroz de terras
altas. Com relacdo as cultivares, verifica-se que
houve interacdo com a época de avaliagdo, sendo
gue na primeira avaliacdo (7 DAE) se destacou a
cultivar IAC 202; aos 14 DAE a atividade da NR foi
maior nas cultivares Carajas, IAC 202, BRS
Sertaneja, BRS Bonanga e BRS Curinga. Na terceira
coleta (21 DAE) foi maior nas cultivares Primavera
e BRS Bonanga. Entretanto, na ultima avaliacéo (28
DAE) ndo houve diferengas entre as cultivares
quanto a atividade enzimatica.
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