ATIVIDADE DA REDU:I'ASE DE NITRATO /N VIVO
EM FOLHAS DE CANA-DE-ACUCAR EM FUNGCAO DAS VARIACOES
NAS CONDICOES DE ENSAIO'

LUIZ EDSON MOTA DE OLIVEIRAZ g ANTONIO CELSO NOVAES MAGALHAES?

RESUMO - Neste trabalho foram determinadas as condigGes mais apropriadas de ensaio in vive da redutase
de nitrato em tecidos foliares de plantas de duas variedades de cana-de-agicar (NA 56-79 ¢ CB 47-355).
Concentragdes de nitrato no meio de reagio superiores a 50 mM induziram wma queda na atividade enzima-
tica. A inibicdo no processo e redugiio de nitrato por altas concentragoes de KNQ; parece nfo ser decorrente
da diminuigao do potencial osmdético do meto de reagio. Nio foi observada qualquer atividade da redutase
de nitrato quando os tecidos foliares foram ensaizdos em meio de reagio sem nitrato exégenoc. As atividades
méximas da redutase de nitrato foram alcangadas nos plls 7,5 e 8,5, respectivamente, para as variedades CB
47-355 ¢ NA 56-79. A taxa méxima de redugio de nitrato a nitrito foi determinada nas temperaturas de
32°C, para a variedades NA 56-79, e entre 32°C a 37°C, para a variedade CB 47-355. A atividade da enzi-
ma atingiu seu valor miximo nas folhas + 3, + 4 e +5 (folhas completamente expandidas),

Termos para indexagio: tecidos foliares, nitrato, atividade enzimdtica.

NITRATE REDUCTASE ACTIVITY IN SUGARCANE LEAVES
IN FUNCTION OF VARIATIONS IN THE ASSAY CONDITIONS

ABSTRACT - The most appropriate conditions for /7 vivo nitrate reductase activity (NRA) assay in
leaf tissue of two sugarcane varleties (NA 56 - 79 and CB 47 - 355) were studied. Above 50 mM NO-,,
the NRA declined considerably. Such effect of high KNO4 levels on NRA was probably not related to
the osmotic potential of the medium. In the absence of exogeneous NOY, the NRA was negligible.
Maximal NRA was obtained at pHs 7,5 and B,5 for the varieties CB 47 - 355 and NA 56 - 79, respecti-.
vely. Maximal reduction of nitrate to nitrite was observed at 320C for NA 56 - 79 and between 32°C

and 37CC for CB 47 - 355. The maximal NRA occurred in the +3, +4 and +5 leaf (fully expanded
leaves).

Index terms: leaf fissue, nitrate, enzymatic activity.

INTRODUGAD

O nitrogénio desempenha um papel-chave no
rescimento e produtividade das plantas, consti-
uindo-se em componente fundamental das protei-
as e dcidos nucléicos, participa, direta ou indireta-
1ente, de importantes processos bioquimicas e
1etabdlicos das células. O nitrogénio é absorvido
uase que totalmente na forma de fon nitrato,
ue ¢ reduzido a amdnia e posteriormente assimila-
o em aminoicidos {Magalhdes 1975). Tem sido
roposto que a transformagio de nitrato até ami-
odcidos é controlada pela atividade de redutase
e nitrato pelo fato de ela ser: a} a primeira en-
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zima no caminho metabdlica; b) relativamente
instivel tanto in vivo como in vitro, e especial-
mente sensivel quando submetida a condigdes ex-
tremas de disponibilidade de dgua e temperatura
{Beevers & Hageman 1969},

As condigbes 6timas dos fatores que governam
a atividade da redutase de nitrato in vivo podem
variar com a espécie de planta (Tingey et al. 1974,
Jones & Sheard 1977, Meguro & Magalhies 1982).
Dentre os fatores que afetam a atividade da enzima
encontram-se: concentragiao de nitrato exdgeno,
pH do meio de incubagio, tempo de reagio, tem-
peratura de ensaio e estadio ontogenético do te-
cido,

Em cana-de-agiicar existem poucas informagdes
na literatura sobre a atividade da redutase de ni-
trato, e a metodologia utilizada para os ensaios in
vitro e in vivo emprega técnicas desenvolvidas para
outras espécies. Os estudosrealizados com a reduta-
se de nitrato em cana-de-agiicar se referem 2 indu-
¢dc da atividade da enzima pelo nitrato, em folhas,
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rafzes e colmos (Maretzki & Dela Cruz 1967),
as interagbes entre potassio e nitrogénio com o
processo de redugdo do nitrato (Silveira 1980), ou
a atividade enzimdtica nas fases vegetativa e repro-
dutiva da planta, (Chiranjivi Rao & Vijayasaradhy
1980).

Existem, também, alguns trabalhos mostrando
o efeito depressivo da deficiéncia hidrica na ativi-
dade da redutase de nitrato (Viqueira et al, 1983)
e a importincia da nutri¢do de nitrato sobre a ati-
vidade da enzima e, consegiientemente, sobre a
produgic de cana-de-agficar (Parthasarathi & Ra-
makrishnan 1964, Parthasarathi 1966, Rosario &
Sooksathan 1978).

O propdsito deste trabalho foi o de estabelecer
as condigGes mais apropriadas para a determinagio
da atividade da redutase de nitrato, in vivo, em te-
cidos de liminas foliares de plantas de cana-de-
-ag¢licar.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas duas variedades de cana-de-agiicar
(NA 56-79 ¢ CB 47-355) cultivadas em vasos contendo
120 kg de substrato constituido de 75% de solo e 25% de
areia. A adubagio da mistura solofareia foi realizada de
acordo com o resultado de andlise de fertilidade, e consis-
tiu de 170 g de salitre-do-chile, 250 g de superfosfato
simples e de 100 g de cloreto de potdssio para cada 100 1i-
tros de substrato.

A atividade da redutase de nitrato in wivo foi avaliada
segundo o método descrito por Meguro & Magalhfes
(1983), com modificagdes nas condigdes de ensaio visan-
do 4 maximizagdo da atividade em tecidos foliares de ca-
na-de-agticar.

Liminas foliares sem a nervura central foram subdivi-
didas, transversalmente, em segmentos de aproximada-
mente 3 mm e colocadas em recipientes contendo solu-
¢io-tampdo de fosfato de potdssio 50 mM, pH 7.5. Poste-
riormente, amostras de 500 mg de tecido foliar segmenta-
do foram transferidas para frascos de vidro contendo 5 ml
de meio de incubagdo, constituido de fosfato de potdssio
0,1 M, nitrato de potdssio e 1% de n-propanol.

Foram determinadas as condi¢Ges mais apropriadas de
ensaio enzimdtice, tais como: (a} concentragdo de nitrato
¢ tempo de reagdo, (b) pH e temperatura do meio de incu-
bagdo e (c) estadio ontogenético da fotha amostrada.
Informagdes adicionais sobre a metodologia adotada na
determinagio das condi¢les apropriadas de ensaio estdo
incluidas nas legendas das proprias figuras, resultantes
destas determinagdes, no capitulo ‘‘resultados e discus-
sdo”,

As amostras de tecido foliar foram mantidas submersas
no meio de incubagdo, através de um suporte de pldstico
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revestido com tela de nylon, e submetidas 4 infiltragio a
viacuo durante dois minutos. O ar foi reintroduzido rapi-
damente, e o procedimente, repetido. Os frascos de vidro
contendo as amostras foram incubados em banho-maria
com agitagio e no escuro. Ao final de cada tempo de rea-
¢io foram retiradas aliquotas para a determinagio da
quantidade de nitrito formado, Em cada aliquota foram
adicionados 1 ml de sulfanilamida 1% em HCl 1,5 N,
1 ml de N-2-naftil etilenodiamino diHCl 0,02% e dgua des-
tilada para completar 4 ml de volume final. As absorban-
cias foram determinadas a 540 nm, e z atividade expressa

em pimoles de nitrito produzido por grama de peso fresco
por hora.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade da redutase de nitratc em fungdc da
concentragdo de nitrato exdgeno e do tempo de
reacdo

Observa-se, pelas Fig. 1A e 1B, que concentra-
¢oes de nitrato no meio de reagio superiores a
50 mM induziram uma queda na atividade da redu-
tase de nitrato, sendo que os maiores decréscimos
foram observados na variedade NA 56-79. A inibi-
¢do na taxa de redugio de nitrato provocada pelo
aumento da concentragio salina no meio de reagio
j4 tinha sido observada em variedades de cana-de-
-aglicar (Rosario & Sooksathan 1978), em cotilé-
dones de rabanete (Beevers et al. 1965), ¢ em plan-
tas de soja (Tingey et al. 1974), de café (Meguro &
Magalhies 1982) e de aguapé (Russo 1983).

Com o propdsito de estudar a inibigdo do pro-
cesso de indugio da atividade de redutase de ni-
trato por altas concentragdes de KNO; (Fig, 1-A
¢ 1-B), a atividade da enzima foi determinada em
trés meios de reagio contendo: (a) baixa concen-
tragio de KNO3 (50 mM e -0,26 MPa de ¥s), (b)
alta concentragio de KNQ; (300 mMe -1,53 MPa
de Ys) e (c) baixa concentragio de KNOj e adigido
de manitol para o decréscimo do potencial osméti-
co até o valor correspondente ao meio com alta
concentragio salina, isto &, -1,53 MPa. Como pode
ser observado pela Tabela 1, a inibi¢do no processo
de reducio de nitrato parece ndo ser decorrente da
diminui¢io do potencial osmético do meio de rea-
¢io, pois ndo se observou qualquer alterag3o signi-
ficativa na atividade da enzima quando se abaixou
o potencial osmético do meio contendo 50 mM de
KNO; com a adi¢io de Manitol. Estes resultados
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TABELA 1. Atividade da redutase de nitrato, i vivo, na
variedade NA 56-79, em fun¢io do potencial
osmotico do meio de reagdo obtido com
KNO; e Manitol, As condigfes de ensaio fo-
ram as mesmas indicadas na legenda da
Fig. 1, exceto a retirada de aliquota que foi
feita aos 15 e 75 minutos de.reagio. Média
de trés repetigoes.

Redutase de

Potencial -
Tratag‘:_’:(:o 0smo1tico {';:"::s
osmo6ti m

-MP

-MPa) NO;.g PF AT}
KNO; {50 mM) 0,26 1373
KNQ; (300 mM) 1,53 051%
KNQ, {50 mM} +
Manitol 1,53 1,29a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significa-
tivamente, entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.

sugerem que a inativagio da enzima poderia estar
associada 3 alta forga idnica desenvolvida no com-
partimento celular onde estd localizada a redutase
de nitrato, causando uma desestabilizagio no
complexo de subunidades que compéde a molécu-
la protéica. Esta hipétese é reforgada por resulta-
dos obtidos por outros autores, que verificaram
uma inibigdo da atividade da redutase de nitrato
in vitro quando foram adicionados sais de NHj,
K*, Na', Cl" ¢ $SO; no meio de ensaio (Schrader
1978 citado por Aslam et al. 1984). Outra possivel
explicagio para a diminui¢do da redugio de nitra-
to por altas concentragbes de KNO; (300 mM)
consiste na inibigio da absorgio de NQj pelo
K, como sugere Aslam et al. 1984).

Nos experimentos realizados nio foi observada
qualquer atividade da redutase de nitrato quando
os tecidos foliares foram ensaiados em meio de
reagio sem nitrato exdgeno. (Fig, 1-A e 1-B).
Isto sugere a caréncia de nitrato no sitio metabo-
lico responsivel pela redugio e/ou a auséncia do
influxo deste fon do compartimento armazenador
para o sitio metabdlico (Beevers et al. 1965), uma
vez que nio foi possivel detectar niveis de N3
nas liminas foliares pelo método de Cataldo et al.
{1975). O pequenc efeito da adigio de n-propanol
no meto de reagdo, como indutor de permeabilida-
de de membrana, e a forte correlagio entre a ativi-
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FIG. 1. Atividade da redutase de nitrato, in vivo, em fungio
da concentrag&o de nitrato no meio de incubacdo e
nos intervalos de tempos de reagio de 30 {O-0},
60 (@-@),"90 (O-0) e 135 (M—R) minuios, nas
variedades NA 56-79 (A) e CB 47-355(B), OpHea
temperatura do meio de reagdo foram de 7,3 €
379C, respectivamente. As amostras de segmentos
de laminas foliares ensaiadas foram cbtidas de uma
mistura de folhas +1, +2 e +3, As retiradas de all-
quotas para a dosagem de nitrifo no meic foram
realizadas apds 15, 45, 75, 105 minutos de reagao.
Média de quatra repetiges.
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dade de redutase de nitrato e o fluxo de nitrato na
corrente transpiratoria (Shaner & Boyer 1976 a, b,
Oliveira 1985) sugerem que o tecido nic continha
um reservatdrio significativo de nitrato nas células.

Como pode ser observado pelas Fig. 1A e IB,
o intervalo de 60 minutos entre a retirada das
aliquotas {15 e 75 minutos de reagio) foi estabe-
lecido come o mais apropriado para a determina-
¢do da concentragio de nitrito no meio de reagio,

Os experimentos permitiram estabelecer a con-
centragio de 50 mM de KNO; no meio de incuba-
¢do, e o intervalo de reagio entre 15 e 75 minutos,
para os procedimentos posteriores de determina-
¢do da atividade da redutase de nitrato.

Atividade da redutase de nitrato em funcdo do pH
do meio de reagido

Os resultados apresentados na Fig. 2A mostram
que as tendéncias de maiores atividades da reduta-
se de nitrato foram alcangadas nos pHs 7,5 e 8,5,
respectivamente, para as variedades CB 47-355 ¢
NA 56-79, embora, nestes pHs, a diferenga na
atividade enzimitica nas duas variedades, nio te-
nha sido estatisticamente significativa. O efeito do
pH do meic de reagdo na atividade da redutase de
nitrato é varidvel entre as diferentes espécies e
variedades de plantas (Meguro & Magalhies
1982, Russo 1983). Os resultados dos experimen-
tos realizados permitiram a escolha de pH 7,5 para
as determinagdes posteriores, :

Os efeitos do pH no processo de redugdo de ni-
trato a nitrito, in vivo, parecem estar relacionados
com a permeabilidade de membranas e também com
o fluxo de nitrato e nitrito nos tecidos utilizados,
Prakash & Naik (1982) verificaram que os valores
de pH, variando de 3,0 a 7,5 durante a infiltragio
e incubagdo, nio tiveram efeito marcante na ativi-
dade da redutase de nitrato de discos foliares de
plantas de trigo, embora em pHs 4cidos tenham
constatado um menor efluxo de nitrato do interior
dos tecidos parz o meio de reagio que em pHs
alcalinos. A razdo de as células foliares serem inca-
pazes de absorver ou reter nitrito em pH alcalino
nio esti esclarecida. Estes autores e Raven &
Smith (1980) sugeriram que o pH citoplasmitico é
pouco influenciado pelas alteragdes no pH extrace-
lular. Entretanto, Bassioni (1971) sugere que, em
pH alcalino, os fons OH™ competem comn o nitrato,
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impedindo o seu influxo ao interior da célula, e
que em pH muito icido pode ocorrer dano no te-
cido.

Atividade da redutase de nitrato em fun¢do da
temperatura do meio de reagdo

Verifica-se, pela Fig. 2B, que a taxa mixima de
redu¢io de nitrate a nitrito foi determinada nas
temperaturas de 32°C, para a variedade NA 56-79,
e entre 32°C a 37°C, para a variedade CB 47-355.
Em temperaturas inferiores e superiores a estes
valores, observou-se um decréscimo acentuado na
atividade enzimatica. Em fungio destes resultados,
a temperatura de 32°C foi utilizada nos experi-
mentos posteriores. A queda na capacidade de re-
dugio de nitrato nas temperaturas extremas
(17, 22 & 42°C) pode ser atribuida is alteragdes in-
duzidas na permeabilidade das membranas, decres-
cendo a absorgio e o transporte de nitrato para os
sitios de redug¢do no interior das células (Bassioni
1971, Magalhies et al. 1976, Benzioni & Heimer
1977, Hallmark & Huffaker 1978, Magalhies &
Hageman 1978). Segundo Magalhies et al. (1976),
Benzioni & Heimer (1977) e Santoro {1979), a ini-
bigic da atividade da redutase de nitrato em tem-
peraturas elevadas pode também ser devida 3 alte-
ragio conformacional da molécula da enzima,
tornando-a inativa.

Atividade da redutase de nitrato em fung¢io do
estadio ontogenético da folha

Neste estudo foram utilizadas plantas com trés
meses de idade, ¢ a amostragem de tecidos foliares
foi realizada nas folhas 0, +1, +2, +3, +4 e +5, se-
gundo classificagdo feita por Kuijper {1915) cita-
do por Van Dillewijn {1952).

Nota-se, pela Tabela 2, que a atividade da redu-
tase de nitrato atingiu seu valor miximo nas folhas
+3, +4 ¢ +5 (folhas completamente expandidas).
Observa-se, também, que a redugio de nitrato a
nitrito decresceu progressivamente da folha +3
para a folha 0 {folha encartuchada e em crescimen-
to}, Estes resultados sio concordantes com aqueles
obtidos em diferentes espéeies de plantas, inclusive
em variedades de cana-de-agiicar, que mostram
baixa atividade em tecidos foliares em expansio
e valores médximos em tecidos quase que comple-
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TABELA 2. Atividade da redutase de nitrato, in vivo, em
fungio do estddio ontogenético da limina
foliar de plantas de cana-de-agicar, varieda-
de NA 56-79, com trés meses de idade. As
condigbes de ensaio foram as estabelecidas
anteriormente, Média de trés repeti¢es.

Redutase de nitrato

Folha {umoles NO3 g 1PF.RT)
0 0674d
+1 0,76 cd
+2 1,35 be
+3 1,70 ab
+4 2,10a
+5 2,058

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significa-
tivamente, entre si, pelo teste de Tukgy, ao nivel de b%
de probabilidade.

tamente expandidos (Mattas & Pauli 1965, Harper
& Hageman 1972, Carelli 1979, Meguro & Maga-
thies 1982). As variagdes na atividade de redutase
de nitrato observadas nas liminas foliares de dife-
rentes idades fisiolégicas podem estar correlaciona-
das com as diferengas na capacidade de sintese
de proteina efou de fixagio de CO; dos tecidos.
(Wallace & Pate 1965, Kannangara & Woolhouse
1967, Jordan & Huffaker 1972, Srivastava 1975).

Com base nos resultados apresentados na
Tabela 2, e considerando-se que tecidos fisiologica-
mente ativos, com suficiente capacidade para a
fixagao do CO; e sintese de proteina, apresentam
malor atividade da redutase de nitrato (Meguro &
Magalhies 1982), a folha +3 pode ser preferencial-
mente escolhida para estudos da atividade da enzi-
ma i vivo,

CONCLUSOES

Concentrag@es de nitrato no meio de reagio su-
periores a 50 mM induziram uma queda na ativida-
de da redutase de nitrato. As atividades miximas
da enzima foram alcangadas nos pHs 7,5 e 8,5, res-
pectivamente, para as variedades CB 47 - 355 ¢
NA 56 - 79. A taxa mixima de redugio de nitrato
a nitrito fol determinada nas temperaturas de
32°C, para a variedade NA 56 - 79, ¢ entre 32°C a
37°¢, para a variedade CB 47 - 355, A atividade da
enzima atingiu seu valor mdximo nas folhas +3, +4
e +5.
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FIG, 2. Atividade da redutase de nitrato, in vivo, em fungdc
do pH (A) e da temperatura (B} do meia de incuba-
¢a0 nas variedades NA 56-79 {@—@) e CB 47-355
(W—-H). A ternperatura e o pH do meio de reacdo
foram de 379C e 7,5, respectivaments, para os en-
saios de pHs e temperaturas, As demais condigdes
de ensaic foram aquelas estabelecidas anterior-
mente. Média de frés repetices,
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