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RESUMO - Aplicações de nitrogênio e de molibdênio em diferentes épocas podem interferir na atividade enzimática 
na cultura do milho (Zea mays L.). O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da adubação nitrogenada e molibídica 
sobre a atividade da enzima nitrato redutase, teor de nitrogênio e produtividade de grãos em dois cultivares de milho. O 
delineamento experimental foi em blocos casualizados, no esquema fatorial 3 x 2 x 2 + 2, com quatro repetições. Foram 
avaliadas: atividade enzimática em função das épocas de coleta; teor de nitrogênio foliar; e produtividade de grãos em 
ambos os cultivares. A época de aplicação do nitrogênio interfere na atividade enzimática independente da adubação 
com molibdênio. A maior produtividade de grãos e atividade enzimática foi obtida com a aplicação de nitrogênio na 
época em que o milho estava com quatro folhas expandidas. Os ciclos vegetativos dos cultivares de milho podem 
interferir na resposta da atividade enzimática.
Palavras-chave: ciclo vegetativo,  nitrogênio, produtividade, redutase de nitrato.

ENZYMATIC ACTIVITY IN MAIZE (Zea mays L.) UNDER DIFERENTS TIMES 
OF NITROGEN FERTILIZATION AND MOLYBDENUM APPLICATION

ABSTRACT - Molybdenum applications and nitrogen fertilization at different times may interfere with enzymatic 
activity in maize (Zea mays L.) plants. The aim of this work was evaluate the effect of nitrogen fertilization and 
molybdenum application on the activity of the enzyme nitrate reductase (NR), nitrogen content and grain yield in 
two maize cultivars. A randomized blocks experimental design was used, in a 3 x 2 x 2 + 2 factorial scheme with 
four replications and 50.000 plants ha-1. The following parameters were evaluated: enzymatic activity depending on 
the harvest season, leaf nitrogen content and grain yield. The time of nitrogen application affected enzymatic activity 
independent of fertilization with molybdenum. The highest grain yield and increased enzymatic activity were obtained 
by applying nitrogen at the four expanded leaves stage. The growing seasons of corn cultivars may affect the enzyme 
activity.
Key words: vegetative cycle, nitrogen, yeld, nitrate reductase.
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O nitrogênio (N) representa papel fundamental 
por sua atuação decisiva no metabolismo das plantas, 
notadamente na síntese protéica. Considerado um dos 
nutrientes mais importantes, tanto no incremento da 
produção de grãos, como na elevação do teor protéi-
co, é também o elemento que mais onera os custos de 
produção da cultura do milho (Zea mays L.). Os gas-
tos envolvendo adubações nitrogenadas e potássica 
variam de 20 a 28 %, segundo Pavinato et al. (2008), 
sendo interessante a busca de cultivares responsivos à 
aplicação de nitrogênio. 

A redutase do nitrato (NR) é a enzima catalisa-
dora da conversão do nitrogênio inorgânico na forma 
de nitrato (NO3

-) para a forma de nitrito (NO2
-). O ni-

trito formado é exportado para o cloroplasto e, poste-
riormente, transformado em amônio (NH4

+) pela ação 
do nitrito redutase. A rota de assimilação do nitrato 
em plantas superiores envolve dois estágios sequen-
ciais: a conversão do nitrato à amônia, mediada pelo 
nitrato redutase (RN), a qual reduz nitrato a nitrito, e 
pela nitrito redutase, que converte nitrito à amônia; 
em seguida, a amônia é assimilada nos aminoácidos 
glutamina e glutamato, os quais servem para trans-
locar nitrogênio orgânico das fontes para os drenos. 
As principais enzimas envolvidas são a glutamina 
sintetase (GS) e a glutamato sintase (GOGAT) (Taiz 
& Zeiger, 2008).

A GS ocorre em folhas de milho em duas iso-
formas: uma citoplásmica (GS1) e outra cloroplastí-
dica (GS2) (Lea & Azevedo, 2007). Aparentemente, 
o papel da GS2 é assimilar a amônia gerada a partir da 
redução do nitrato ou liberada durante o processo de 
fotorrespiração da glicina, (White & Brown, 2010); 
enquanto altos níveis de atividade de GS1 são obser-
vados em resposta ao acúmulo de amônia devido ao 
processo de degradação de proteínas em plantas se-
nescentes. Duas formas de GOGAT são conhecidas 

em função dos seus doadores de elétrons: uma de-
pendente de NAD(P)H (NAD(P)H-GOGAT) e outra 
dependente de ferredoxina (Fd-GOGAT). Em tecidos 
fotossintéticos, esta última contribui com aproxima-
damente 96 % da atividade total da GOGAT, sendo a 
atividade restante derivada da NADH-GOGAT (Taiz 
& Zeiger, 2008). 

O molibdênio (Mo) exerce papel indispensá-
vel na assimilação do nitrato absorvido pelas plantas. 
Além do mais, interfere diretamente no crescimento 
e no desenvolvimento do milho e, consequentemente, 
na produção de grãos, por meio do metabolismo do 
nitrogênio, visto que o micronutriente é componente 
da enzima redutase do nitrato (Taiz & Zeiger, 2008). 
Portanto, qualquer deficiência deste elemento pode 
comprometer o metabolismo do nitrogênio, dimi-
nuindo a produtividade das culturas. De acordo com 
Teixeira (2006), a aplicação do molibdênio na cultura 
do milho não proporciona acréscimos ao crescimento 
da planta ou à produção de grãos. Entretanto, Coe-
lho (1997), Ferreira (2001) e Silva et al. (2011) ob-
tiveram incrementos de produtividade do milho com 
diferentes doses de adubação molíbdica, ocorrendo 
variação entre anos, podendo ser influenciada pro-
vavelmente pela variação de chuvas e por outros fa-
tores ambientais, como temperatura e luminosidade. 

O objetivo deste  trabalho foi avaliar o efeito 
do molibdênio e da época de adubação nitrogenada 
sobre a atividade das enzimas nitrato redutase (ANR) 
em cultivares de milho.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no ano agrícola 
2006/07, na Estação Experimental de Coimbra, MG, 
Brasil, localizada a 20°50’30’’ Sul e 42°48’30’’ Oes-
te, com altitude de 715 m, em solo classificado como 
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Argissolo Vermelho-Amarelo distrófico, fase terraço 
(Santos et al., 2006). 

Na camada de zero a 10 cm, o solo apresen-
tou as seguintes características: 70% de argila; pH em 
água de 5,5; 19,4 mg dm-3 de P (Mehlich 1); 135,0 mg 
dm-3 de K; 0,1 cmolc dm-3 de Al; 1,6 cmolc dm-3 de Ca; 
0,7 cmolc dm-3 de Mg; e 2,1 mg dm-3de MO. Os da-
dos de precipitação e de temperatura, em decêndios, 
medidos na estação experimental de Coimbra estão 
representados na Figura 1.

tiram de: T1 - aplicação total de nitrogênio 15 dias 
antes do plantio, sem molibdênio; T2 - aplicação total 
de nitrogênio no plantio, sem molibdênio; T3 - apli-
cação total de nitrogênio na época em que o milho 
se encontrava com quatro folhas completamente de-
senvolvidas, sem molibdênio; T4 - aplicação total de 
nitrogênio 15 dias antes do plantio, com molibdênio; 
T5 - aplicação total de nitrogênio no plantio, com mo-
libdênio; T6 - aplicação total de nitrogênio na épo-
ca em que o milho se encontrava com quatro folhas 

FIGURA 1. Precipitação (mm) e temperatura média em decêndio (°C) observadas durante a condução do 
experimento em 2006/07. Coimbra, MG.

O delineamento experimental foi em blocos 
casualizados, com quatro repetições, no esquema fa-
torial 3 x 2 x 2 + 2; três épocas de aplicação de N; na 
ausência e na presença de adubação com molibdênio 
(Mo); dois cultivares de milho e uma testemunha sem 
fertilização para cada cultivar. Os tratamentos consis-

completamente desenvolvidas, com molibdênio e T7 
- testemunha sem nitrogênio e sem aplicação de Mo, 
para cada cultivar. 

A semeadura foi realizada em novembro 
(30/11/2006) sobre palhada de aveia em sistema de 
plantio direto, na densidade de 5 sementes m-2. As 
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parcelas experimentais foram compostas por oito li-
nhas de 5,0 m de comprimento, com espaçamento de 
0,50 m entre as linhas de plantio. A área útil de cada 
parcela foi de 12 m2 (6 linhas centrais com 4,0 m de 
comprimento).

Na adubação de semeadura, utilizaram-se 380 
kg ha-1 do formulado 08-28-16 para as parcelas que 
receberam nitrogênio. Para a dose zero de nitrogênio, 
a adubação foi realizada com 106 kg de P2O5, na for-
ma de superfosfato simples, e 60 kg de K2O, como 
cloreto de potássio, na parcela. 

As adubações de cobertura e de plantio com 
nitrogênio foram realizadas com ureia, utilizando 
na cobertura 150 kg ha-1 para ambos os cultivares 
de milho (AG 9010 e P 3041), realizando irrigação 
logo após a aplicação da ureia. O Mo foi aplicado na 
fórmula de molibdato de sódio via foliar  (90 g ha-

1), aos 25 dias após a emergência (DAE), de acordo 
com Pereira (1997), nos respectivos tratamentos.

As plantas daninhas foram controladas pela 
aplicação da mistura atrazine + nicosulfuron (1,5 kg 
ha-1 + 12 g ha-1 do i.a., respectivamente). Não foi veri-
ficado o aparecimento de insetos-praga; portanto, não 
realizou-se o controle dos mesmos.

Para a determinação da RN, seguiram-se as reco-
mendações de Coelho (1997). Foram realizadas amos-
tragens aos 45, 60, 75 e 90 dias após a emergência das 
plântulas, retirando-se quatro folhas por parcela com-
pletamente desenvolvidas a partir do ápice. Em segui-
da, foram acondicionadas em sacos plásticos, os quais 
foram colocados em caixa de isopor com gelo e, pos-
teriormente, transportados para o laboratório. As amos-
tragens foram efetuadas sempre às 14 h, pois este foi o 
horário identificado como o de maior atividade da redu-
tase de nitrato em milho, de acordo com Pereira (1997).

No laboratório, por meio de um furador de ro-
lhas, retiraram-se 40 discos de 8 mm de diâmetro, por 

parcela, sendo cinco discos por folha, os quais foram 
pesados para obtenção da matéria fresca. Posterior-
mente, os discos foram colocados no meio de incu-
bação com a seguinte composição: 5 ml de tampão 
fosfato (Na2HPO4/NaH2PO4) 0,2 mol L-1, pH 7,5; 2,5 
ml de propanol a 8 %; 1 ml de água destilada e 1,5 
ml de KNO3 na concentração de 75 mmol L-1; e duas 
gotas de Triton X100. Em seguida, as amostras foram 
submetidas por duas vezes a um ambiente com vácuo 
durante 30 s.

Posteriormente, colocou-se o recipiente com 
as amostras em banho-maria a 30 °C e, após 40 min, 
retirou-se 1 ml de meio de incubação, utilizando-se 
uma micropipeta automática, transferindo-o para 
um tubo de ensaio contendo 1 ml de sulfanilamida 
na concentração de 1% em HCl  3 mol l-1 e 1 ml de 
água destilada. Após este procedimento, em todas as 
parcelas, acrescentou-se 1 ml de N-1-naftileno dia-
mina 0,02% em cada tubo de ensaio, com posterior 
agitação em vórtex por, aproximadamente, 20 s. Após 
a agitação dos tubos de ensaio, as amostras ficaram 
em repouso durante 1 h, para haver a estabilização da 
reação de 1 ml de N-1-naftileno diamina 0,02%. Com 
o nitrito formado a partir da redução do nitrato, fez-se 
a leitura em espectrofotômetro a 540 nm.

A atividade da enzima foi determinada pela 
quantidade de nitrito (NO2

-) produzida, comparando-
-se os valores obtidos com uma curva padrão para 
esse íon, previamente estabelecidos e convertidos em 
atividade da redutase do nitrato em micromoles de ni-
trito por hora por grama de matéria fresca (µmoles de 
NO2

- H-1 g-1 MF).
Além das leituras enzimáticas, também foram 

realizadas avaliações para as características teor de 
nitrogênio, aos 45, 60, 75 e 90 dias após a emergên-
cia das plântulas, seguindo metodologia de Malavolta 
et al. (1997) e produtividade dos cultivares de milho 
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utilizando a massa total de grãos da parcela (12 m2) 
e extrapolando os resultados para kg ha-1, corrigindo 
a umidade para 13% (base úmida). Os dados experi-
mentais foram submetidos à análise de variância para 
as características teor de nitrogênio e produtividade e 
regressão para as épocas de aplicação do nitrogênio 
em função dos cultivares e do ajustamento da curva de 
regressão, utilizando o sistema operacional SAEG 9.1 
(Ribeiro Júnior, 2007). Para a comparação das médias, 
foi usado o teste de Tukey (p < 0,05).

Resultados e Discussão

Foram verificados efeitos quadráticos e cúbi-
cos para a atividade da redutase do nitrato - ARN 

em função da época de avaliação (Tabela 1 e Figu-
ras 2 e 3). Observou-se comportamento semelhante 
para todos os tratamentos, dentro de cada cultivar 
(AG 9010 representado pelas Figuras 2A e 2B e 
pelas Figuras 3A e 3B). Foi observada menor ARN 
no tratamento testemunha e maiores atividades da 
ARN nos tratamentos que receberam N em cober-
tura (T3 e T6), seguidos da aplicação de N no plan-
tio (T2 e T5), independente da aplicação de Mo, 
ou seja, a época de aplicação interfere nessa carac-
terística. Além disso, foi verificada redução desta 
atividade aos 60 DAE em ambos os tratamentos, 
possivelmente devido à relação fonte-dreno ocor-
rida na época do florescimento, que coincidiu com 
a avaliação. 

TABELA 1. Equações ajustadas da atividade da Redutase do Nitrato em dois cultivares de milho em função 
de épocas de adubação nitrogenada e presença ou não de molibdênio.

Tratamentos*                         AG 9010
Testemunha ŷ = media= 1,16 R2 = 79
T1 Y = 4,3247 - 0,0407*x R2 = 99
T2 Y = 7,2690 - 0,0771°x R2 = 93
T3 Y = 7,0610 - 0,0772°x R2 = 86
T4 Y = 3,7460 - 0,0322°x R2 = 87
T5 Y = 5,7190 - 0,0601°x R2 = 89
T6 Y = 4,0620 - 0,0377**x R2 = 98

P 3041
Testemunha Y = -0,0880 + 0,0096nsx R2 = 67
T1 Y = -9,9190 + 0,3428°x - 0,0025x2 R2  = 99
T2 Y = 0,9410 - 0,0039nsx R2  = 84
T3 Y = -9,5990 + 0,3215**x - 0,0023x2 R2 = 99
T4 Y = -6,6825 + 0,2352**x - 0,0017x2 R2 = 99
T5 Y = -1,6925 + 0,0588°x - 0,0004x2 R2 = 99
T6 Y = -1,22170 + 0,0574nsx - 0,0004x R2 = 80
*T: N 15DAP -Mo, T2 : N PL - Mo, T3: N 4ªF - Mo, T4: N 15DAP +Mo, T5: N PL + Mo e T6: N 4ªF + Mo 
e Testemunha:  zero de N e Mo.
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O molibdênio pode influenciar como catalisa-
dor na reação de redução do NO3

-, para NO2
-, pela 

enzima redutase do nitrito, além de influenciar na ati-
vação dessa enzima, sendo observados alguns efeitos 
positivos da adubação molíbdica na ARN em plantas. 
A baixa atividade dessa enzima, neste trabalho, pode 
ser influenciada pela baixa dose utilizada (90 g ha-1) 
ou também pelo excesso de umidade do solo, devido 
a elevadas precipitações ocorridas durante a condu-

ção do experimento (Figura 1), interferindo no pro-
cesso de nitrificação do N e até mesmo potencializan-
do perdas por lixiviação. Além do mais, a aplicação 
de N sobre a palhada de aveia preta, no sistema de 
plantio direto, pode influenciar na elevação de perdas 
por volatilização do N, conforme observado por Can-
tarella (2007). De acordo com Taiz & Zeiger (2008) e 
Epstein & Bloom (2006), a redutase do nitrito é indu-
zida por NO3

- e inibida por NH4
+.

FIGURA 2. Atividade da enzima redutase nitrato (ARN), do cultivar de milho (AG 9010), em função da 
adubação nitrogenada e molíbdica. Coimbra, MG. Figura A - Adubação nitrogenada, sem aplicação de 
molibdênio. Figura B - Adubação nitrogenada, com aplicação de molibdênio. Média real dos dados.
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FIGURA 3. Atividade da enzima redutase nitrato (ARN), do cultivar de milho (P 3041), em função da adubação 
nitrogenada e molíbdica. Coimbra, MG. Figura A - Adubação nitrogenada, sem aplicação de molibdênio. 
Figura B - Adubação nitrogenada, com aplicação de molibdênio. Média real dos dados.
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Outra explicação para a ausência de resposta 
da aplicação de Mo foi devido, provavelmente, ao 
suprimento desse micronutriente pelas sementes ser 
suficiente para ativar o metabolismo da planta, atu-
ando como co-fator na atividade do nitrato redutase, 
porém, não interferindo na produtividade. Esses re-
sultados são semelhantes aos encontrados pela grande 
maioria de trabalhos na literatura. No entanto, Coelho 
(1997) e Ferreira (2001), em Viçosa, MG, Brasil, ob-
tiveram incrementos de produtividade do milho com 
a adubação molíbdica quando utilizaram doses cres-
centes de Mo e Lana et al. (2007), em Uberlândia, 
MG, Brasil, quando utilizaram mistura de Mo e Co 
associada a adubação nitrogenada utilizada de acordo 
com recomendações agronômicas. 

Os valores da ARN variaram de 0,20 a 4,42 
(µmoles de NO2

- h-1 g-1 MF) entre os tratamentos. As 
menores ARNs foram obtidas nos tratamentos teste-
munhas, indicando que a expressão da ARN pode ser 
influenciada pela absorção de nitrogênio e do molib-
dênio. Apesar da existência da atividade enzimática, 
esses valores são considerados baixos, sendo influen-
ciados possivelmente pelo excesso de chuvas (Figura 
1), como também pela baixa quantidade de Mo apli-
cada na planta.

Pereira (1997) também encontrou baixas res-
postas da ARN, associando este efeito aos fatores 
edafoclimáticos, principalmente o excesso de chu-
vas ocorrido durante a condução do experimento. 
A nitrato redutase é uma enzima induzida pelo seu 
substrato. A expressão dessa enzima, mesmo em 
condições de baixas concentrações de nitrogênio, é 
devida ao fato de a mesma  se caracterizar como 
carregadora constitutiva de alta afinidade (Lea & 
Azevedo, 2007). 

Para a resposta dos cultivares de milho à ARN, 
observou-se que ambos tiveram comportamentos di-

ferentes quanto à utilização do N no início da avalia-
ção. Para o cultivar super precoce (AG 9010), Figu-
ras 2A e 2B, aos 45 DAE, a ARN já se encontrava 
elevada, enquanto que, para o cultivar P 3041 (pre-
coce), Figura 3, a atividade estava baixa com ele-
vação posterior, evidenciando que houve efeito de 
respostas entre os cultivares. Machado et al. (2001), 
trabalhando com dois cultivares de milho dito mo-
derno e antigo, objetivando analisar a eficiência de 
absorção de nitrogênio (alto e baixo conteúdo, 100 
e 10 kg ha-1, respectivamente), também não encon-
traram efeito na ARN, quando avaliado em campo 
experimental. 

Trabalhos desenvolvidos por Martin et al. 
(2005) mostraram efeito da absorção de nutrientes 
em milhos favorecido pelo maior período vegetativo 
na cultura do milho após o enchimento do grão, cor-
roborando com os resultados observados neste traba-
lho. De acordo com a literatura, o aumento do período 
vegetativo é influenciado por genes que estendem o 
Stay-green (Martin et al., 2005). Essa característica é 
uma prática que vem ganhando espaço nos programas 
de melhoramento. O aumento do período vegetativo 
favorece a atuação da atividade enzimática, entre elas 
o nitrato redutase, conforme mostrado após o flores-
cimento 60 DAE neste trabalho. 

A análise de N foliar, realizada nas diferentes 
épocas, evidenciou que somente aos 60 e 75 DAE 
é que ocorrreu uma diferenciação no teor de N fo-
liar (Tabela 2). Esta evidência é devida à forte rela-
ção fonte-dreno existente entre a alocação do par-
ticionamento das reservas foliares para o grão. No 
entanto, o teor de N é considerado baixo, pois, de 
acordo com Ferreira et al. (2001), o teor de N foliar 
encontrado aos 45 DAE necessário para garantir 90 
% da produção máxima de grãos, é 2,73 mg dm-3. Os 
autores atribuíram esta variação do nível crítico de 
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TABELA 2. Teor de N (mg dm-3), avaliado aos 45, 60, 75 e 90 DAE, e produtividade (kg ha-1), em função 
das épocas de aplicações de nitrogênio, na média de dois cultivares de milho na safra 2006/07. Coimbra, MG.

Épocas* 45 60 75 90 Produtividade
............................................DAE................................................. .......kg ha-1.......

1 2,08 a 1,47 a 1,27 a 0,89 a 3297 b
2 1,98 a  1,08 ab  1,19 ab 0,81 a  3503 ab
3 1,89 a 0,96 b 0,82 b 0,75 a 4486 a

CV (%) 14,18 50,77 45,15 28,33 31,14
Médias seguidas por mesma letra, na coluna, não diferem estatisticamente a p < 0,05 pelo teste de Tukey. 
*1- Aplicação de N 15 dias antes do plantio; 2 - Aplicação de N no plantio; e 3 - cobertura com N na quarta folha.

N às diferenças ambientais, as quais influenciam a 
absorção, a translocação e o acúmulo de nutrientes, 
a síntese de fotoassimilados e a produção de grãos, 
fato que pode ter ocorrido neste experimento.

folhas e em 6% comparado com a aplicação de N 
no plantio. Resultados estes que corroboram com 
os encontrados por Silva et al. (2005) e Santos et 
al. (2010).

Nota-se que os menores valores no teor de ni-
trogênio foram obtidos quando o N foi aplicado em 
cobertura. Apesar de o N ser aplicado na época que 
coincide com a usual entre produtores, houve baixo 
aproveitamento do N pela cultura do milho, possi-
velmente devido às perdas do N por imobilização, 
lixiviação e volatização. Além do mais, essa épo-
ca de aplicação coincidiu com elevada preciptação 
e dias nublados, reduzindo, com isso, a eficiência 
de absorção dos nutrientes pela cultura, concordan-
do com Taiz & Zeiger (2008) e Epstein & Bloom 
(2006).

Houve resposta para a produtividade de 
grãos na adubação nitrogenada aplicada no está-
dio de quatro folhas do milho, com aproximada-
mente 1.000 kg ha-1 a mais que nas demais épocas. 
Os resultados não diferiram significativamente da 
aplicação de N no plantio (Tabela 2). A aplicação 
de N na pré-semeadura reduziu o peso de grãos em 
17% em relação à adubação no estádio de quatro 

Conclusões

A época de aplicação do nitrogênio interfere na 
atividade enzimática independente da adubação com 
molibdênio.

A maior produtividade de grãos e a maior 
atividade enzimática foram obtidas com a aplica-
ção de nitrogênio na época em que o milho estava 
com quatro folhas completamente expandidas.

Os ciclos vegetativos dos cultivares de milho 
interferem na resposta da atividade enzimática.
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