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RESUMO - A atividade da redutase de nitrato ira vivo foi padronizada para tecido de folhas de cafeei-
ro, (Coffea arablca L.) em condições controladas de ambiente. As cultivares utilizadas foram as seguin-
tes: Nacional, Catuaí, Maragogipe, Mundo Novo e Angustifólia. As plantas foram mantidas em câmaras 
de crescimento, reguladas para a temperatura de 28 0 C durante o dia e 20 0 C à noite, e doze horas de 
fotopez-fodo. Nas cultivares estudadas, a atividade da redutase de nitrato foi mais baixa nas folhas mais 
jovens, e observou-se um aumento de atividade em folhas fisiologicamente maduras. A atividade mais 
alta foi nos tecidos de folhas do segundo, terceiro e quarto pares foliares a partir do ápice. A luz 
induziu aumento da atividade da redutase de nitrato, atingindo o valor máximo após duas horas do 
início do período de iluminação. A atividade da redutase de nitrato decresceu após seis horas de ilu-
minação contínua. A adiçâb de 0,05 M e 0,1 M de nitrato ao meio de incubação causou um aumento 
linear da atividade enzimática durante 15 a 90 ou 120 minutos da reação. A atividade máxima foi 
determinada em p1-! 8 e temperatura de 330C. A utilização de diferentes tampões, tais como fosfato, 
hepes e tris, não afetaram significativamente a atividade enzimática, mas a inclusão de tampão borato 
causou inibição da atividade da redutase de nitrato in vivo. 

Termos para indexação cultivares, câmaras de crescimento, fotoperíodismo, fisiologia 

NITRATE REDUCTASE ACTIVITY IN COFFEACULTIVARS 

ABSTRACT - Determination ai nitrate reductase activity In vivo was standardized in coffee (Coffea 
arabica LÁ Ieaves under controlled environmental conditions. Cultivars used iii this study were: 
Nacional, Catua(, Maragogipe, Mundo Nova and Angustifolia. Plants were growth in controlled 
charnbers set at 28 0C and 20°C, day and night temperatures, and 12-hour photoperiod. In alI cultivar; 
lower nitrate reductase activity was determined in younger leaves and increased enzyrne activity 
occurred in mature leaves. Highest activity was observed in leaves of the 2nd ,  3rd and  4th  pairs counted 
from the top ai the branch. Llght induced increased enzyme activity which reached a maximum value 
approximately two I-iours alter the beginning ai the illumination period. Nitrate reductase activity 
usually decreasod alter six hours of continuous illumination. Addition of 0.05 M and 0.1 M ai nitrate 
to the Incubation medium caused a linear increase of enzyme activity during 15 to 90 or 120 minutes 
of reaction. Maximum enzyme activity was observed in the assays carried aut in pH 8.0 and 33 0C of 
temperature. The use of different buffers such as phosphate, hepes and tris, did not significantly 
affect enzyme activity, but borate buffer drastically inhibited the in vivo activity of nitrate reductase. 

Index terrns: growth In eontrolled chambers, cultivars, photoperiod, physiology. 

INTRODUÇÃO 

O nitrato é a principal fonte de nitrogénio 

para as plantas superiores crescendo em condições 
naturais de cultura (Magalhães 1975). A redução 
do nitrato é iniciada pela conversão do nitrato a 
nitrito através da reação catalizada pela enzima 

redutase de nitrato, que utiliza predominantemen-

te NADU como cofator. A atividade de redutase 

de nitrato nos tecidos vegetais é determinada por 
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fatores genéticos, balanço hormonal e fatores am-

bientais, tais como nutrição mineral, intensidade 

de luz, temperatura ambiente, disponibilidade de 

água para a planta. 

As condições ótimas para a determinação da ati-

vidade da redutase de nitrato ira vivo já foram, 

estudadas em diferentes espécies de plantas (Ferra-

ri & Varner - 1970, Jaworski 1971, Klepper etal. 

1971, Streeter & Bosler 1972, Radin 1973, Bilal 

& Rains 1973, Tingey et al. 1974, Nicholas et ai. 

1976, Jones & Sheard 1977). Este sistema de en-
saio depende da absorção do nitrato pelo tecido, 

produção endógena de NADEI e liberação do ni-
trito formado na reação para o meio de incu-

bação. Dentre os fatores que afetam a atividade 

enzimática, incluem-se substâncias que alteram a 
permeabilidade celular, variação da concentração 

exógena do nitrato, pI-!  do meio de incubação e 
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temperatura do ensaio. Aliado a estes fatores a 
idade fisiológica do tecido vegetal influencia gran-
demente a determinação da atividade enzimática. 

A enzima redutase de nitrato tem sido muito 
pouco estudada em plantas de café. Os trabalhos 
existentes na literatura se referem à atividade da 
redutase de nitrato associada à fertilização nitroge-
nada (Brealy & Carvajal 1971), ao efeito das de- 
ficiências minerais (Carvajal & Cavallini 1972, 
Cavailini & Carvajal 1978), a tratamentos de luz 
e nutrição nitrogenada (Faleiros et ai. 1975) e 
à variação sazonal da atividade enzirnática em duas 
regiões climáticas diferentes em Costa Rica 
(Taleisnik et ai. 1980). 

O presente trabalho teve como objetivo investi- 
gar os vários fatores que afetam a determinação 
da atividade da redutase de nitrato in vivo, em 
diferentes cultivares de café. 

MATERIAL EMÊTODOS 

As cinco cultivares de café (Cbffea arabica L) selecio-
nadas para estudo foram as seguintes: Nacional, Ángusti-
fólia, Mundo Novo e Catual. Estas cultivares foram esco-
lhidas em função do prévio conhecimento de suas dife-
renças quanto ao crescimento e produção. As plantas, 
com cerca de um ano de idade, foram transplantadas 
para vasos de plástico contendo aproximadamente 3 kg 
de solo do tipo Terra Roxa misturada e mantidos em casa 
de vegetação. Vinte e quatro horas antes do início de cada 
experimento, oito plantas de cada cultivar foram transfe-
ridas da casa de vegetação para a câmara de crescimento 
com ambiente controlado,regulado para a temperatura de 
280C durante o dia e 200 C à noite,e doze horas de foto-
período. 

A atividade da enzima redutase de nitrato in vivo 
foi determinada pelo método descrito por Klepper et ai. 
(1971) e modificado por Harper & Hageman (1972). 

As folhas foram cortadas com um furador de rolhas 
manual, em discos de, aproximadamente, 10 mm de diâ-
metro. O tecido foi pesado (0,2 g) e, em seguida, transfe-
rido para frascos de vidro contendo 5 ml de solução 
denominada de meio de incubação, constituída por 10 
mM de fosfato de potássio, p11 7,5 e 0,2 M de nitrato de 
potássio. As amostras de tecido, mantidas imersas no meio 
de incubação através de um suporte preso ao frasco, 
foram colocadas num dessecador a vácuo, por dois minu-
tos, o ar foi rapidamente reintroduzido e o procedimento 
repetido. Os discos de folhas foram, em seguida, transfe-
ridos para um banho-maria agitador e incubados por uma 
hora a 30°C, no escuro. Dentro de um intervalo de tem-
po variável entre 15 minutos e 1 hora, alíguotas de 0,2 
ml foram retiradas do meio de incubação para a determi- 
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nação da concentração do nitrito formado pela reação. 
Em cada alíquota, foram adicionados 2 ml de reagente 
constituído por N-2-naftiletileno diamino di-HCI 0,02% 
e sulfanilamida 1% em MCI 1,5 N a proporção de 1:1 
(v/v). As absorbáncias foram determinadas espectrofoto-
metricamente a 540 nm. A atividade da redutase de nitra-
to foi expressa em umoles de nitrito, formado por grama 
de pesd fresco, por hora. 

As condições para a determinação da atividade enzimá-
tica foram padronizadas para tecidos de folhas de café, 
visando aperfeiçoar a técnica quanto à concentração de 
nitrato no meio de incubação, tempo decorrido para 
a retirada de alíquotas e temperatura de incubação. Foram 
verificados, também, o efeito do p11, tipo de tampão e 
tempo de exposição à luz previamente à retirada das 
amostras. Todas as determinações foram feitas com três 
repetições para cada tratamento. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Padronização do método para a determinação da atividade 
da redutaso de nitrato 

Definição da idade da folha 

O efeito da idade fisiol6gica do tecido sobre a 
atividade da redutase de nitrato já foi demonstra-
do em diferentes espécies de plantas (Harper & 
Hageman 1972, Rua! e Rains 1973, Srivastava 
1975)- Assim, a fim de padronizar o ensaio da en-
zima redutase de nitrato em folhas de café, foi ne-
cessário, inicialmente, determinar a atividade enzi-
mática em diferentes fases do desenvolvimento da 
folha. Cinco pares de folhas de diferentes plantas 
foram marcados no estádio correspondente às fo-
lhas jovens, de aspecto brilhante, tonalidade ver-
de-clara ou bronzeada, com área foliar de aproxi-
madamente 2,5 cm 2 . Este estádio foi considerado 
como a fase inicial de expansão foliar (dia zero). A 
partir do início dos experimentos, considerando as 
folhas mais jovens, outras folhas de diferentes ida-
des foram retiradas para a determinação da ativida-
de enzimática. 

Os resultados expressos na Fig. 1 mostram pa-
drões de atividade em relação a idade da folha em 
todas as cultivares, sendo que nas folhas mais jo-
vens, dia zero, as atividades foram sistematicamen-
te mais baixas. Com  o aumento da idade da folha, 
a atividade enzimática cresceu até um determinado 
valor, a partir doqual permaneceu constante. Fo-
ram detectadas diferenças entre as cultivares com 
referência ao padrão de atividade enzimática 
durante o desenvolvimento foliar. 
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FIG. 1. Efeito da idade do tecido foliar sobre a atividade 
da redutase de nitrato. As folhas utilizadas nas 
determinações foram etiquetadas no estádio ini-
cial de crescimento e os valores obtidos durante 
25 dias de desenvolvimento do tecido. Média de 
cinco repetições. 

(—Á--) Angustifólia 	 (-3—) Catua( 
(-e---) Maragogipe 	 (—O--) Mundo Novo 
(—A---) Nacional 

Em outro experimento, tecidos foliares de ida-
des fisiológicas diversas foram obtidos pela retirada 
de folhas localizadas em diferentes posições em 
um mesmo ramo plagiotrópico, de plantas da cul-
tivar Mundo Novo. Os pares foliares, em número 
de cinco, foram enumerados a partir do ápice. O 
primeiro par continha folhas ainda não totalmente 
expandidas. O segundo correspondeu às folhas 
com 25 dias, como no experimento anterior. No 
terceiro e quarto par as folhas se encontravam em 
estádio de maturidade fisiológica, e no quinto, 
com folhas em mi cio de senescência. Os resultados 
sumariados na Fig. 2, mostram atividades enzimá-
ticas mais baixas no primeiro e quinto par, e mais 
elevados nos tecidos de folhas do segundo, terceiro 
e qua?to par de folhas. As variações na atividade da 
redutase de nitrato observadas nos pares foliares 
de diferentes idades podem ser resultantes das di-
ferenças na capacidade de síntese de proteína e 
fixação do CO 2  dos tecidos. Kannangara & Wo-
olhouse (1967) mostraram que em folhas de 
Perilla, a síntese da redutase de nitrato foi maior  

em folhas mais jovens e menor em folhas ma-
duras e senescentes. Estes autores sugeriram que a 
síntese da enzima parece ser dependente da ativi-
dade fotossintética.. Wallace & Pate (1965) verifi-
caram que a quantidade de proteína existente no 
tecido vegetal pode ser correlacionada com sua 
capacidade para a síntese de redutase de nitrato. 
Jordan & Huffaker (1972) demonstraram que a 
atividade da redutase de nitrato determinada em 
secções de folhas de cevada de diferentes idades 
fisiológicas, está relacionada com a quantidade 
de polirribossomos presentes. Aqueles autores su-
geriram que os produtos da fotossíntese são neces-
sários para a indução da atividade da redutase de 
nitrato. Considerando-se que tecidos fisiologica-
mente ativos, com suficiente habilidade para a fi-
xação do CO2  e síntese de proteína, apresentam 
maior atividade da redutase de nitrato, decidiu-se 
que o terceiro par de folhas seria preferencialmen-
te utilizado para os estudos posteriores. 

Padrão de variaço da atividade da enzima na luz 
e no escuro 

O estudo da variação da atividade enzimática 
durante os períodos de luz e escuro, para a cultivar 

PAR FOLIAR 

FIG. 2. Influência da Idade fisiológica da folha sobre a 
atividade da redutase de nitrato in vivo, cultivar 
Mundo Novo. O tecido foi obtido de folhas de di-
ferentes pares localizados em um ramo plagio-
trópico, a partir do ápice. Média de três repeti-
ções. 
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Mundo Novo, está representado na Fig. 3. Nota-se 
um aumento na atividade da enzima logo após 
o início do período de iluminação. Esta intensifica-
ção da atividade da redufase de nitrato, em respos-
ta à radiação luminosa, pode ter sido causada pelo 
aumento do fluxo de nitrato através do xilema em 
direção às folhas, que decorre da transpiração 
(Shaner & Boyer 1976). Por outro lado, sabe-se 
que a redução do nitrato está associada com o pro-
cesso da oxidação dos carboidratos produzidos 
na fotossíntese, e relacionada com a disponibilida. 
de de NAIDH no citoplasma (Klepper et al. 1971). 

Após seis horas de iluminação observa-se uma 
queda na atividade enzimática, possivelmente 
devido à inibição da redutase de nitrato causada 
pelo acúmulo de compostos intermediários do me-
tabolismo do nitrogênio (Bilal & Rains 1973). O 
acúmulo de aminoácidos produzidos por um pro-
cesso muito intenso de assimilação poderá provo-
car retroinibição na atividade da redutase de nitra-
to (Filner 1966, Stewart 1972, 1-leimer & Riklis 
1979). No escuro, com a diminuição da taxa de 
redução de nitrato, a inibição poderiã ser liberada 
em parte, causando um aumento temporário da 
atividade enzimática após um perfodo de obscuri-
dade. A energia necessária para o processo de re-
dução no escuro estaria relacionada com a degrada-
ção dos produtos fotossintéticos armazenados e o 

conseqüente aumento da disponibilidade de 

NADI-I para a reação catalizada pela redutase de 
nitrato (Aslam et ai. 1979). Em função dos resul-
tados obtidos neste experimento, as amostragens 
subseqüentes foram sistematicamente feitas decorri-
das quatro a cinco horas de iluminação, quando a 
enzima atingiu o máximo de atividade. 

Ensaio da atividade da redutaso de nitrato jáa vivo 

Tempo de reaçâo e concentração de nitrato no meio de 
incubaçâo 

Experimentos para determinar a concentração 
adequada de nitrato no meio de incubação e, tam-
bém o tempo de reação para a retirada de aiíquotas 
para as cultivares de café, são mostrados na Fig. 4. 
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FIG. 3. Atividade da enzima redutase de nitrato ia vivo 
em folhas de café da cultivar Mundo Novo duran-
te o período de luz e escuro em ambiente contro-
lado. Média de três repetições. 
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FIG. 4. Efeito de diferentes concentrações do nitrato no 
meio de incubação sobre a atividade da redutase 
de nitrato in vivo, em folhas de café. Concentra-
ções de nitrato obtidas pela adição de nitrato de 
potássio ao tampão fosfato (0,1 M, pH 7,5). 
Média de três repetições. 	 - 

(—o--) 0,05 M de nitrato 	(-a--) 0,1 M de nitrato 
(—O---) 0.2 M de nitrato 	(-----) 0,4 M de nitrato 



ATIVIDADE DE REDUTASE DE NITRATO 
	

1729 

Verifica-se que existe uma relação linear entre a 
taxa de difusão dos íons nitrito no meio de incu-
bação, resultante da redução do nitrato, e o tempo 
de reação compreendido entre 15 e 90 ou 120 
minutos, em concentrações de 0,05 M e 0,1 M, 
dependendo da cultivar considerada para estudo. 
Para as concentrações de 0,2 M e 0,4 M não foi 
observada uma linearidade na velocidade de rea-
ção, e a taxa de redução do nitrato foi mais baixa, 
provavelmente devido à inibição provocada pelo 
aumento da concentração salina no meio de 
reação. Em função d05 resultados experimentais, 

e objetivando a padronização das determinações, 

ficou estabelecida a utilização de 0,1 Mdc nitrato 
no meio de incubação e a retirada de aliquotas 15 
e 75 minutos após o inicio da reação. 
Efeito do pI4 

A faixa de p1-! escolhida para estudo, baseado 
em experimentos preliminares, foi de 6 a 9, utili-
zando-se tampão fosfato de potássio. Os valores 
expressos na Fig. 5 demonstram que, em todas as 
cultivares, a atividade da redutase de nitrato foi 
menor em valores mais baixos de p1-!. A variação 
do pH do tampão de 6 para 7 foi acompanhada de 
um aumento na atividade enzimática, sendo mais 
acentuada na cultivar Angustifólia, onde o acrés-
cimo foi de 70%; nas demais cultivares, o aumento 
ficou entre 20% e 40%. Todas as cultivares apre-
sentaram maior atividade da redutase de nitrato 
em pH 8. Em pH 9, a atividade permaneceu cons-
tante nas cultivares Catuaí, Nacional e Maragogipe, 
e houve diminuição nas cultivares Angustifólia e 
Mundo Novo, O pH 8 foi selecionado para as 
determinações enzimáticas posteriores. 

Efeito de diferentes tampões 
Para verificar a influência da composição do 

tampão sobre a atividade da redutase de nitrato, 
foram utilizados diferentes produtos, todos na 
concentração 0,1 M, cujos pKa's se aproximassem 
de valores próximos a S. Os resultados constantes 
na Tabela 1 mostram atividades semelhantes nos 
tampões fosfato hepes 4  e tris 5 , indicando que estes 
tampões não têm influência diferencial na determi-

nação da atividade enzimática. Com  o tampão bo- 

Ácido N-2 hidroxi etal. piperazina N'-2 elanosulfonico, 
Tris - hidroxi meti! aminometano, 
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FIO. 5. Efeito do pH do meio de incubação sobre a ativi-
dade da redutase de nitrato in vivo, em folhas de 
café. Meio de incubação constituído por tampão 
fosfato 0,1 M (KH 2 PO4  ou K 2 HPO4 ) 00,1 M de 
nitrato. Valores de pH ajustados com HCI 1N. 
Média de três repetições. 

(—Á---) Angustifólia 	 (—O----) Catua( 
(----) Maragogipe 	 (-o-) Mundo Novo 
-a--- Nacional 

rato, entretanto, notou-se que a atividade enzimá- 
tica foi sensivelmente inibida, apresentando valor, 
aproximadamente, dez vezes menor comparativa- 
mente aos demais tampões incluidos no experi- 
mento. O efeito do lon borato sobre a. atividade da 
redutase de nitrato in vivo e in vitro foi investiga- 
do por 1-laga et ai. (1981) em diferentes espécies 
de plantas. Para os estudos posteriores foi utilizado 
o tampão fosfato. 
Efeito da temperatura 

Em função do conhecimeno prévio da tempera-
tura ótima para o ensaio enzimático, determinada 
para outras espécies de plantas, no presente estudo 
foram selecionadas temperaturas de 25, 30, 33 e 
380 C. Os resultados demonstrados na Fig. 6 in- 
dicam que, para todas as cultivares estudadas, 
a atividade da redutase de nitrato foi menor em 
temperatura mais baixa, aumentando, a seguir, e 
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atingindo sua máxima atividade a 33 0C. Com  o 
aumento da temperatura ocorre, possivelmente, 
denaturação térmica da proteína refletida na dimi-
nuição da atividade enzitática. Trabalhos realiza-

dos por Magalhâes et ai. (1976) e Santoro (1979), 
em folhas de soja, mostraram que ocorre inibição 

da atividade da redutase de nitrato em temperatura 

ao redor de 360C, devido à alteração conformacid-
nal da molécula de proteína, que ocorre em tem-

peraturas elevadas. 

TABELA 1. Influência da composição do tampão no 
meio de infiltração para a determinção da 
atividade da enzima redutase de nitrato in 
vivo em tomas de cafeeiro, da cultivar Mun-

- do Novo. Média de três repetições. 

Tampões Atividade da redutaso do 
umoles No;gv' h' 

Fosfato 1,48 
Tris 1,45 
Hepes 1,49 
Borato 0,14 
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FIG. 6. Efeito de temperatura do meio de incubação so-
bre a atividade da redutase de nitrato igi vivo. Mé- 
dia de três repetições. - 

(—A—) Angustifólia 	 (—O--) Catua( 
(-e--) Maragogipe 	 (—O--) Mundo Novo 
(—ó--) Nacional  
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