ALTE RACOES DA ATIVIDADE DA REDUTASE
DE MITRATO DURANIE @ DESENVOLVIMENTO
DA FOLHA DE SOJA ((ﬁ/gmﬁhf(’ max L. MERR,)

,n{..,}ﬂ.gs; @a’-m.zmga Cge;mflcﬁrd

Tese spresentads ao Instituto de Biologia
da UNICAMP para obiengdo do iitulo

de Mestre em Biclogis Vegetal

Criopiador:

j}(g[ @f ;‘/}xcﬁe 0 V /// N?M

CAMPINAS
1879

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



Fara

Jose Santoro {in memorian)
&

ffaria 3., A. Santoro, meus palis,



AGRADECIMENTUS

na

Ao Professor Ur. Antonie Celso N, flagalhaes, pela orientacio

do trabalbo de pesouisa,

fe Professor Dr. Ladaslav SBdek, pelas sugestoes feitas a es

te trabalbo.

N £ . . v .
he Departamento de Biogquimica, por me ter facilitado a utilji

i . * c
zagap dos equipamentos do laboratorio.

A Segan de Leguminosas do Instituto Agrondmico de Campinas,

peleo fornecimento do material vegetal.

. s . - £
f todos gque direta oo indiretamente contribuiranm para a egla-

boracdc dests trabalho.



INDICE

Jo INTRODUCHD ) weuoesvoeosnuscnsontooosoascsonenosssonaonsol
2o REVISHAD OIDLIOGRAFICA. ouavsucornacsnvosncssonooabasassssd

ole Lfeito do nitrato na indugao da atividade da ati-

o

vidade da redutose de nitratOieescesssscsvescowsss 5

« 2o Efeito da idade do tecido foliar sobre a ativida-
de da redutass de nltralOceesesssnssvsosososesososoos?

7.3 Napectos relacionados com a inibicdo e instabilie
dade da redutose de nlirat0.cecssssrensnsovoonsnessl

Zabie Dutros aspectos oue controlam a atividade da re-
dutase de nitrel0sesssssssoresnsnoasesotvooatonason il
3o MATERTAIS E METODOS. caueuvacrsasossnsssnvancsoassasoaanll
Jele Material vegetal e cultivo dog plantoSesiessoensesell
%.2. CanoTa de crescimentOe.esescerssenorscosvnonssssessls
Dby AMOGLT OGNy suvavenobsensasenssssesssssossssnssssslbs
J.4. Doterminacocs da ATE0 T0LlifTsesscsosanscansoossvacals
“.5. Dusagons de 1008 NitTat0seeeescsesecosasasssonenssld
3e0e. Dosagens de PEOEEINAscusssoanasesvancasosasesasesslld
3.7, Rodutase de nitrato, in vitro: extragido e ensaic..ld
Jetie Hedutase de nitrato, in VivOsecsesssessssovossnossld
Je9. Infiltracao de glicose e malato nou tecido foliar..16

3.10. Absorgao de nitrate por folhas intactas de dife-
rentes idades figi@légiﬁaﬁapsaa@meawwmsnossooevnwsl?
3.11. Protoase: exiracio 8 ensaiDeeeccsscsesssccscnssnsell
Jelds Instabilidade do redutase de nitrotOcisscsccesossosll
3.1%, Estudo termo-cinetico da redutase de NitratGesesasesl

{1!‘& RESULTQE&D%;@ﬂu»ewamxsam»wmw&s@w&&osasenu@am&a@a@en&&monuwzz

4.1, Atividade da redutase de nitrate durante a onto-
160058 i T0Lhae sesessoascacsnosancovonnnnsesssosal?

4.2 Concentracio mmdégﬁna de nitrato ¢ o efeits na
atividade In vive da rodutaso do nitrotOeessssssald

4.%. Atividade especifica in wvitro da redutase de ni-

trﬂtmauemwo0@wwama&aeam&aawae»wa@@@m@@ﬂ@ﬂﬁb&&«ﬂ&@sgg



i

N

[y

D\-»‘W

de13
&wl@g

Dale

-
e i

concLyslies

Infiltragao de glicoss e malato no tecido Toliar,.

Efeito de glicose na atividade in vivo da reduta-
56 die Nitradl0esvsssesvossoncnrsscenonontsconsssans
Instabilidade da redutase de nitratfecsessonsssses
Ffeito de caseina na instabilidode da redutase de
NitrotOesnssensssscssssessssosssabsnencntassasdidss
feito de caxwfna na atividade in vitro da redu-
tasg de nitratlaswsvoesssneesvosnosoassnsnsasnoness
Lfeito de ’d%@f va adicionada no meio de reagBo da
redutase de ﬁiﬁxaﬁﬁwsﬁsaw«uaﬁmgﬁ.fﬁaauﬁ¢u¢°em.»@w
instabilidade da redutase de nitrato no extrato
ohtido de nmistura de folhas com idades fisioldw
gicas digtintiSessevnesssovanscvossconossnsssonss
Estudo tormo-cinetico da redutese o nitrotOesese
Atividade de protease durante a ontogénese da fo
IhBosecosvesnsunssonsaosasansanandnocsasusenadnes
Absorsio de nitrato pela Tolhcesesesosssossassose
tfeito da absorgao de nitrate na stividade in vi-

VO da redutase do niﬁxgﬂtﬁaeoao»noesswuameeemwaewﬁ

e DISQUS%%Q@@eoseuswwmauﬁwwocoen@wﬁaaw&oewaemaowoonc@ntm

Stividade in vivo e ip vitro da redutase de ni-
Lrat0csoosascaocnsnsnssansoossensossssasncossaosncea
Absorgio de nitrato pelas folhas e o efeito na
ptividade in vive da redutese de nitrolDeisscesssos
Aspectos relacionados com a instabilidade da re

] e o o -
dutaosn de ﬂ@&f@iﬁf.?amwamaswwawmaeu«aa@m@savo»eaomen

%
#
&

AL AL A A O B I IO AR R R R R R Y

gﬁg-n-(";iw!ﬁl{j}#'G&Weﬂbe}&%ﬁ&ﬂﬂﬁ&&'@ﬁ@ﬁ@ﬂ#ﬂ“ﬂﬁﬁﬂﬂ*&&ﬁ&@w&w@@@ﬁ“@@#&@

LA
Jhmm%ﬁYm@a»ww@m@m@am&m&aae%a%»@@m@cmwu%&u@ﬁvoq&woonn@&

ﬁipgmmxﬁﬁzow»wawwmﬁ&eaw&%@taﬁm@eﬂ«&w@ww&w@wwwmwemew&kua&

9{}3;%E»UX;%T{Jggi;ii}&ﬁ&@%@mBﬁ‘ﬂﬁ'ﬁ@@ﬁt@if@@!ﬂbw@WN&W@@”@%W@@@O@Q@&&@Q@

§§I>§L1§.ji;g€ﬁfr?-’} CET'{%mﬁwawaawm«ummmawnwww&wwwm@&e&m#wb

L]

@

L]

L]

E

]

[ )

L]

@

s 26

52

852

807

o3
.76
.77
78



1. INTRODUZAD

0 nitrogenio constitul aproximadamente 2% e o carbo-
no 40% do peso seco das plantas. No globo terrestre, e estimado
que cerca de duzentos bilhoes de toneladas de carbono sdc anyale
mente Tixadas atraves da fotossintese (Calston,1961), concamitan
tomente com a incorporsgio de dez bllhdes de tonoledas de nitrg
genio.,

Com excegan dasg sappcios vaegetais capszes de utbili-
zarsm o nitrogenio atraves de bactarias fixadoras, a . totalidade
do nitrogénic fixadeo peles plantas e proveniente da reducio de
{fons nitrato absorvidos do soilo. Para aqm&iam:&m@éci@ﬁ vegetsia
cultivadas em condigOes normais de campo, & sm soles ndc defici
entas en ﬁitragﬁnims & estimado Gue, em méﬁimé apenag 25 a 504
de tedo o nitrogénio fixado provem daguele processo (Harper,J.B.,
1974, Hardy e Havelka,1975).

Variacoes sazonails da ambsorcio e reducao de nitrato,
bem como da fixacdo de nitrogenio em soja, tem indicado que sg-
ses dois processos sdo consecutivos, durante o desenvolvimento
da leguwinosa (Harper e Hageman,1972, Thibodeau e Jaworaky,1975).

As avalingGes da assimilagdo do nitrogénio em plan-
tas de soja, atraves de determinagbes in vivo da enzime redutase
do nitrato, e ds redugio do acetileno, indicam gue @ assimilagao
daguele elemento, via redugdo do nitrato absorvido do selo & de
importancia @riméria durante o crescimento vegetativo, enquanto
nue a Tixagao simbiotica se forna importente durante a fase do
cessnvolvimento que corresponde ao enchimento das vagens (Harw&r,

J.E.,1976),
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Em outras leguminosas, como Phageolus, a contribui -
cag relativa dagueles dols processos se da inversaments ao descri
to em soja {Franco,et al.,1979)

Uma vezr gue a redugdo do nitrato a amonea, forma uti
lizavel pelos vegetals, requer pelo menos o concurse de oito alé
trons, ¢ de se gaperar gue guantidades macicas de ensrgia  solar
sejam exigidas para a realizagdo daquele processo.

A assimilacho do nitrato nos tecidos vegetais se da
atraves de duas reactes que produzem {ons am%m&mﬁ com posterior
incorporagao destes em aminaécidwsg principalmente atraves das
vias da desidrogenase glutamica (Givan,gt al.,1970, Magaldes,st
al.,1974, Tsukamoto,l870} e sintetase da glutmmina/glutaminawmxg
g]utéricm aminotransferase (Miflin 8 Lea,l976),

Basicamunte ease procoasc pode ser sumariade da  se

guinte forma;

el oy + L4 o £
S 8O ?H* Aminnacidog s e e Dr bl nag,

3 2 4

As duas primeiras enzimas que atuam naguela ﬁﬁquénaia
de reagtes sao respectivamente a redutase do nitrato e a redutase
do nitrite. A enzima considerada limitante nesse processc e a pri
meira {Beevers e Hageman, 1969}, que e induzida pelo substrato
(Fageman ¢ Flesher,1960), vtilizando predominantemente NADH Ceo
mo cofator (H&UWGK$,§& al., 1954, Schrader,et al.,1568),

fi redutase do nitrato tem peso mnlecular entre 5,&05
& ﬁwiﬂﬂw gocontom na m@iémula§ molibdenic, ferro e FAD. As cong
tentes de WMichaelis para o nitrato e o cofatnr sao respectivanon

-4 -6

te av redor de 2.10 i e 2,5.10 "M, citado por Beesvers e Hageman,

1969,

Nos tecidos vegstals, principalmente em plantas de me
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tabolismo ”CB”, a redugao de nitrato se associa indiretamente com
a oxidagho de metabolitos sintetizados na fotossintese, através
da enzima gliceraldeido~3-fosfato desidrogenase (Kleper,et ala.,
1971}, e em plantas de metabolismo "C,"y pela enzima NADH-malato
desidrogenase (Neyra e Hageman,1978).

A prepriledades de assimilar nitrato ndo e inerente a@e
penas de tecidos fmicgﬂiﬁtatizadurﬁg, mas tambem dagqueles que noo
realizam fotossintese, como é o caso das rafzes (mallac@gIS?ﬁ,
Aslam e Uaks,1975, Hlevins,et a&l,,1976).

A contribuicae relativa dos dois tipos de tecidos pa
re o processo de assimilacac de mitzatq, pode ser variavel de aw
cordo com @ especie vegetal e condigoes ambisntais, principalmen
te os relacionados com a disponibilidade do {on no meio das Eaé
zes (Younis,et al.,1985),

A natureza induzivel da redutase do nitrato pelo nie
trato, bem como a adaptabilidade da enzima a variagoes ambien~
tals, proporcionam as plantas um mecanismo capaz de controlar a
disponibilidade de nitxog%mia reduzido, indispensavel ao cresci-
mento vegetel, Nesse aspecto, estudos baseados nos mecanismos de
assimilacan dagquele fon en plantas poderao proporciocnar melhor =3
ficiencia do aproveitamento do nitrogenic do sole, bem como  uma
otimirzagho dos efeitos ambientais sobre aquele processo,

Nas leguminosas, a manutengBo de alta atividade meta
bolica das folhas esta diretamente assocliada com o crescimente
dos orgios reprodutores, representados pela% vagens € graos, beg
sa forma, altersagtes nos processos de anabolismo nas folhag node
rao refletir na producso econdmica da planta,

Lonsiderando a importa2ncia da soja como fonte de pro



teinas de alte qualidede, o presents trabalho, gue tem por obje-
tive estudar ss alteracoes na redugao de nitrato durante o desen

. - & = E v o 4
yolvimento da folha de scoija, @ perfeitamente justificavel,



7. REVISAD siaviocRdArica

A parﬁimipag%a de uma enzima depsndente de nucleoti=
deo de piridina no processo de redugdo de nitrato em soja, & em
outres plantas superiores, fol primeiramente demonstrada pop
fPvans e Nason,l903, Vosteriormente outros aspectos foram adicig
nados %quele, por Cheniae 8 Lvensg, 1956, Nagon,l9506 ¢ Nichoplae e

Stevens, 1956,

2el. Efeito do nitrate na indugso da atividade da re

dutase do nitrato,.

beralmunte plantas crescidas ne presenca de nitrato
apresentam atividades da enzima mals elevadas do gue guando desen
volvidas na presenca de outros fons nitrogenados. Candella,et al.,
1957, demonstraram gue a atividade da redutase do nitrato em plan
tas do couve-flor, relacionava-se melhor com a presenga do nitras-
to no meio de cultivo, em comparagloc com {ons amoneo.

Em plantas de milho, Hageman e Flesher,1960 mostra-
ram gue a atividade da redutase de nitrato era proporcional a
concentragae de nitrate, assim como o teor de proteima soldvel de
terminado na parte aerea das plantes, A concentragdo de nitrate
que proporcions indugao maxima da enzima, esta na dependancia do
tigo de tecido, quando outros fatores, principalmente ambiamﬁai%
permanecem constantes. BDeevers,gt al.,1965, verificaram gue a con
centracio otima de nitrate paré indugdo da atividade de redutasas

- e ST -2
de nitrato, em cotiledones de rabanete, foi de 107°m, decrescen
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et ra -
do com o aumento da concentragao do ion, alem daguele valor, Con
centragoes maiores do gue aguela nao inibiram a atividade da en-
zima em plantulas de milho.

- D
Concentragoes de nltrate entre 10

e 1070y proporci
onaram um avmente da atividade da redutase de nitrato, em plan-
tas de milho, tanto guando se trebalhou com tecido radicular,
quanto escutelo, {(Wallace,l1973). Concentracoes relativemente al-
tas de nitrato foram exigidas a fim de proporcionar maxima indy-
gao da redutase de nitrato, Resultados semelhantes foram ohtidos
por Ferrari e iarner, 1969, trabalhando com cslulas de aleurona
de cevada. Por outro lado, Kinsky,1961 e Stewart, 1972, trabalhanp

s & 5
te respectivamente com Neurospora e Lemna, mostraram que a8 maxiw-

. ot . f 4 “ =
ma. indugaoc da enzima se verificava a baixos niveis de nitrato no

meio de cultive {abaixc de 1073

). Nesse pormenor, essas verifi-
cagoes corroboram an aobtidas por Klepper e Hageman,l969, em
folhas de macieira,

A presenga de nitreto no meio de cultiveo de plantas
¢ fator limitante na indugan da redutase de nitrato por outros
fatores, Trevis,et al.,1970-b, trabalhando com folhas destacadas
do covadn, mostraram que a inducao da enzima redutese de nitrato
pela luz era dependente de um suprTimento Otimo daguele fmny ayvae
liado pela sua concentracdo no tecido foliar. Semelhantemente, a
indugao degssa enzima por glicolato, em folhas de cevada, se verie
ficava somente na presenca de nitrato. (Roth-B8ejerano e Lips,1973).

A indugao da atividade de redutase de nitrato pelo
substrato pode ser independente da presenga da luz. Em plantas de
soja crescidas soh fotoperfodo de 14 horas de luz, a adicao de

nitrato no meic de cultivo induziu a atividade da snzima tantn



NO Dresenca como na ausencia da luz (Niﬂhwlaﬁgﬁﬁ g&.flg?ﬁ)@ Usap
. . &

aspecto poderia estar relacionade com a sintese “de novode pro-

tefnas, induzida pelo substirato (Zielke e Filner,l1971, Travis, et

al.,1970, Travis e Key,l971),

o

Se por um lado, a concentracac de nitrato no tecido
foliar pode afetar o nivel de atividade da redutase de nitrato,
a cancentragan do {an presente no sitio ative da gnzima, bam co-
mo o fluxe de nitrato, através do citoplasma das colulas sfo mais
importantes como fatores indutores da atividede da redutase da
nitrato. Heimer e Filner,1971, trabalhando com celulas em cultue
ra de plantas de tabaco, verificaram gue a concentracgao de nitra
to metabolizavel era responsavel pela inducao da enzima.

Em plantas de milho, a importancia do fluxo de ni-
trato na inducan do atividade da redutase de nitrato, foi demons
trado por Shaner e Hoyer,1976-a,

Além desses aspectos, a presenca do nitrato no gie
btio da enzima pode estar relucionado com a manutencao da estabi -

lidade da redutase de nitratos. Em Neurosnora crassa tratada  oom

cicloheximida, a perda de atividade enzimatica foi reduzida Guan

do na presenca de nitrato {Subramanian e Sorger,1972). Semelhan-

Wl

tementa, trabalhos de Gslan e Oaks, 1975, e Aglan,et a81.,1978 mos

-
traram, respectivemente, que a presenga de nitrato reduzia a par

da de atividade da redutase de nitrato em tecidos radicularse

o

tratedos com tungstenio, ¢ gue o nitrato protegia a enzima  cone

T T ; N ‘. :
Lra inativags L=canavanina, em raizes de milho,

2.2, LTeito da idade do tecido foliar sobre a ativi

dade da redutase de nitrato.
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Tem sido demonstrada a existeéncia de correlacoes en
ter o desenvolvimento de cloroplastos e enzimas do processo de
carboxilacdo na ?@ﬁmﬁsfmtea@g com a idade fisioldgica de folhas
dee nlantas (Rhodes o Yoam, 1960, Ubendorf? e Huffaker,1970). LUma
vez que a redugao de nitrate depende de metabolitos sintetizados
naguele processo, a idadé fiﬁimlégica de tecidos vegetais se rae-
laciona com o nrocesso de reducio e assimilacho de nitrato,
Wallace e Pate, 1965, estudando a atividade da redutase de nitra-
to em folhas de ervilha de diferentes idades, verificaram que a
atividade maxima da enzima era coincidents com a total abertura
das folhas, declinonde posteriormente, Resultados semelhantes fog

Ia

noenconirados pelos mesmos autores quando trabalhando com plan

tas de Xapthium (Wallace e Pate,1967), por Kannangara e Woolhouse,

1987, em Perilla frutescence, e em plantas de soja, por Harper e

Hageman, 1972,

0 efeito da idade fiaimlégica da folha sobre a ati-
vidade da redotase de nitrato independe da presenca ou ausencia
de luz. Jordan e Huffaker,1972, verificaram gue em folhas de cee
vada, a atividade maxima da enzima era observada ao redor do 5e
dia upﬁﬁ o emerciencio da pl&ﬁtulay declinando & sequir, tante no
BsCUre quanto na presenga de luz, 0 decréscimo da atividade enzi
matica no escurc nho era devido & diminuigao da concentracio de

rato do tecido.

o

i
U efeito da idode sobre a atividade da redutase de
nitrato independe do tipo de tecido vegetal. Regides apicais de
raiz de milho apresentaram cerco de 2,5 vezes mais atividade da
enzima do que a apresentada pelos tecidos mais diferenciados

(Lallace,1973),



i Lvidode da redutase de ni
: Fap P . 4 [ s
Lo @ Lde, como temben 2 estabilidade

tda envime, Schrader,et al, 1974 mostraran oue om folbas de milho,

svels & fumo, os tecidos wmals velbos apresentavam redutase de ni
trato com malor Instabilidade do gue aguels verificada em teeoi-

dos mais Jovens,

2.%. Aspectos relacionados com & inibicdo e instabi-

lidade dn redutase de nitrato.

u ¥ e .
A rtedutase de nitrateo g8 uma enzima gue apresenta uma
r . ot . Lo
tuxa de sintese e degraedagao reletivamente rapida, aquando compa-
rada com a do outras enzimas. Klesprer e Hageman,1969, trabalhan-
de coe Tolbas de diferentes variedades de macieira, mostraram
que atividades apreciaveis da enzima poderiam ser obtidas prote-
gendo-ce devidamente a enzima contra inihigdes causadas por poli
fenois,
-~ » - ™ i 4 ™ 2 i - T
Aantlucnclia de substanciag de netureza fenolica so-
Orew & atividade da redutase de nitrato tem sideo identicaments sy
PR . E o gy e p - . -
gerida por Stulen,et al, 1971 em ftrabalho reclizade com cotileds
2 sl Diles b
. # ot - - N v
nes de rabanete, straves da agac protetora de PUP sobre a enzime
A propriedode da polivinilpirrolidena em proteger a redutase de
2 PE gy gy e g o A A e e e [ N S e ?
nitrato contra fatores inativantes ten sido mostrado tamben poy
Ballace, 1973, om reizes de plantulas de milho, Nesse casn, a na-
- 1 T e . s - . " = e . . . e e
tureza do fator inativante fol determinada como sendo enzimatiea,
Sewelhantemente, Aslam, 1977 trabalhando com Taizes
de milho, mostrou a existencia de substéncia {a) com proprisda=-

de inibidora da redutese de mitrato, sintetizada em condicoes
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dp altas temperaturas,.

U decaimento de atividade da redutase de nitrato se
caracteriza pela perda de atividede enzimatica in vitro, em fune
gao do tempo decorrido apos a sua extracio. Sehrader 8t al.,1568
trabalbonde com folhas de plantas do wilho, verificaram que a re
dutase de nitroeto apresentava meis vida de ¢ horas. Resultade seg
melhante Tol obtide posteriormente por Zielke e Filner,1971, enm
celulas de tabaco. Tew sido demonstrado ainda que a instabilida

. ® . A .
do da redutase de nitrato e proporcional a idade do tecido VB~

tul (Uaks,et al.,1972, Schrader,et al.,1974),

Zo.4. Uutros aspectos gue controlam a atividade da re

dutase de nitrato.,

A redutasse de nitreto, independentemente dos fatores
moncionadoa, & controlada por fatores gamétimmﬁ (Hag@m&nvﬁi al,,
1963, Uarrmer,pt al.,1369, Goodman,et al.,l974) & hormonais (Lips
e Roth-dejeranc,1969;, Roth-fgejerans e Lips, 1970, Kende,et al.,
1971, Shaulka,1972), ben como atraves de fatores ambientais, co-
mo, intensidade luminosa (meuers,gﬁ al., 1965, Hageman e Flesher,
1260, Hageman,et al.,1961, Kannangara e woolhouse, 1967, Lip e
Hoth-Jeleranc, 1960, Travis,et al.,1970-a e 1870-b, Beevers e Ha
geman, 1972, Stulen,et al., 1973, Canvin e Atkine, 1974, Nicholag,
et al.,1876), concentragdo de gas carbonico (Kannangara e Woole-
house, 1907, Canvin & Atkins, 1974, Hurvis,et al.,1974), temperaw
tura (Ritenour e Huffaker, 1964, Mattas e Pauli, 1965, Unwueme, et
al., 1571, Alofe,et al.,1973, Magalhles,1973, Benzione e Heimer,

1877} e dispopibilidade de égua (Mattas e Pauli, 19656, Huffaker,

gt al., 1970, Bardrik,et al,,1976,5%haner & Uoyer,l1976-a e LO7H by

3

oy 1 ! b
ri;ii.“@ ¥ ii.} i "“"f @
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o MATERIAIS E METODOS

G.1. haterial vegetal e cultive das plantas.

 material vegetal utilizado foi planta de soja (Gly

, . - . . i :
ferril), variedade Santa Rusa, As sementes foram obtl

das ra Secan de Leguminosas do Instituto Agronomico  de Campinas
# i3 13

¢ colocadas pars germinar em reciplentes de plastico de der 1i-

tros de caepacidade, contendo vermiculita previamente irrigada com

-

agua destilada. A germinacio ocorrey em camaras de crescirento a

oy o ¢ . . . .
temperatura constante de 2790 durente o periodo de luz, e a 23¢f

]

gurarte o periodo noturne, Messas condic O tempo recuerido

-~ . P . - N . - o -
para o emergencia da plantula fol eguivalente a cinco dias  apos
o plantic.

Apos @ expangac das folhas cotiledonares, as planty

Toram trensfericas para vasos plasticos contendo corca de tes

litros de solugso nutritiva (Apéndice).
A plantes permaneceras na camara de crescimento du
runte 15 dias, em cada um dos experimentos reslizados, Burante
I o . e o o, .
pose pericdo, Toran determinados parametros Sioquimicos e fisige
- E v b a “ iy
logicos relacionados com o redugio de nitrato pelas folhas,
As condigoes ambientais de cultivo das plantas Toran
. P o L v ¢ . .
as sequintes: totoperiode de 13 horas, termoperiode de 2recfaveg
[ R } [ = i v by 5 £ Py w;} ° """’1
(dia/noite), roadiecho Juminose incidentie do UydZ2 valecm “unin " g

pluminoncia de 168,000 lux. A umidade relative oscllou ontre

o . £
g 507 durante aguele periodo.



3.7, Chmars de crescimento.

A camara de crescimento utilizada foi uma “"Convirvony
6 g , . 2 ¢ o . . - . .

nodeto EF-7 de O,7m" de ares util. A iluminagao fol fornecida
por 8 lampadas fluorescentes de B0 watts cada uma, e guatro in-
candescentes de 25 watts, permitindo uma iluminancia nominal e
guivalente a 20,000 lux., O controle da temperatura fol realizado
por termostate 2 condensador refrigerado a ar, com compressor de
desvio continuo de gas gquente.

A remocao de ar do sistema foi realizada por meio de

filtros com circulacac vertical.
¥

3.3, Amostragom

As determinacoes bi@@u{miﬁaag bem como as medidas de
dres foliar foram realizadas utilizando-se a primeira folha tri-
feliclade desenvelvida logo apé$ a aparecimento da folha primae
ria. Foi considerado come inicio da ontogenese da folha, o 88 Lew
gio do desenvelvimento corvespondsnts ao primelro dia apﬁs 8 @
mergencie da lamina {oliar,

Indas as analises foram realizadas vtilizendo-se £IE
lo menos uma grama de material vegetal. As determinacbes foram
fodtan dontro do por fodo compreendidu entye o 29 o L0Y dia ApOB

P . e n .
o inwcio da expangao da lamina Toliar.

34, Determinogoos da ares foliar.

As arcas da primeira folha trifoliclada, durante seu
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desenvalvimento, foram avaliadas comparando-se o peso de recor
. ~ & - P .
tes das projegoes dos perimetros foliares em papel sulfite, com
- » " L
0 peso de uma area conhecida do mesmo papel. Us valores de area

.

Y
foram expressos em dm™,
f
o & "
3.5. Dosagens de i1ons nitrato,

As concentragoes de nitrato no tecide foliar foram
avaliadas de acordo com ¢ metodo descrito por Gallo e Lott, 1965,
0 nitrato foi extraide homogeneizando-se o tecido com tampic fag
fato O,1m, pH 7,0. Apas centrifugacac do extrato a 5,000g, uma a
lfqu&ﬁa de Z2,Uml fol colocada na presenga de 1,0ml de acido fe-
noldissulfonico. Toda a matéria organcia contida no extrato foi
previaments oxidada a carbonato atraves de reagac com peroxido
de hidrogenio. AQ&S elevacio do pH do meio com 25,0m) de uma sge
lugao de hidrixido de ambnea (1+3), as concentracoes do composto
nitrobenzinico farmado foram avaliadas por dosagem colorimetrica
a 420nm, em espectrofotometro. As absorbincias foram comparadas
com as de uma reta padrac de nitrato de Qﬁtéﬁsim, ate 5 0 umoles

de nitrato,
- - '
5.6, Dosagens de proteina,

; . e 3 - .

s determinagoes de proteina soluvel foram realizae
dag nos extratos utilizados parva a avaliagao dag atividades, in
vitro, do redutase de nitrato {({tem 3.7). A quantidade da prote

£ B & . . . .
ina contida numa aliquota de 1,0ml de extrato foi precipitads

pela adigio de igual volume de acido iriclorcacetico a 10,0% dy
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s

" T & 'F il »
rante um periodo de 12 bhovas a 0°C. A proteina ol separade do &0
brenedante por centrifugacan a 5.0000 durante 1% minutos e lavae

P - S P - b £

da com 2,0ml de eter etilico para eliminagBo de residuocs de clow

> . . N # " - P - o~ ° -
rofila e do aclde tricloroacetico. Apos nova centrifugagan idene

. « . A . . B “
tica a anterior, o sedimentado proteico foi dissolvido em 5,0ml
= ] ¢ * # 2 " ™ uoa
de hidroxido de sodic O,1N.
# -~

i

I . ;oo : . - .
A proteina fol dosada, apos dilvuigao convenients,
# - D - [ - N
pelo metodo de Lowry,et al.,1951, utilizando-se albumina de soro

bovino como padrao.,

3.7. Redutase de nitrato,in vitro: extracgao s ansa-

10

s atividades, in vitro, da redutase de nitrato fgo
ram determinadas de acordo com o metodo descrito por Hageman 2]
Hoklesby, 1871, U tecido folisr foil homogeneizado com meio extra-
tor na proporgac de 1:6 {p/v}, contendo 25,00 de fosfato de pow
tassio pi 7,05 5,000 de [DTA & 10,0mM de L-cisteina na forma de
hidrocloreto.

Apcs centrifugacao do homogeneizado a 2d.Ullg, du-
rante 10 minutos, o sobrenadante fol utilizado como extrato enzi
matico. Nos experimentos realizados com objetive de se verificar
0 afeite do presenga de prat@fﬂa durante a extracao da enzima,an
extrato foram adicicnados 3% de caseina. Todo o procedimento deg
crito fol sempre realizado a uma tewperaturs de cerca de 420, em
banho do qulo.

0 método de ensaio constituiu-se numa modificaczo

de Magelhaes, 1975, da tecnica descrita por Wells, 1971, citada
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por Magalhaes, 1973, 0 meio de reacgaoc continha 125,0m0 de fosfato
de potdssio pH 6,8; 10wl de nitrato de potassio e Oy2mit de HADRH,
Nos experimentos planejados para se verificar o efeite da adicao
ie caselina apéﬁ 4 obtengdo do extrato, cssa proteina foi adicio=~
nada ac melo de reagho da enzima, e ndo an meio de extracho da
redutase de nitrato. A reagdo foi iniciada pela adicdo de  0,2ml
do extratio @mzimétimwg completando-se um volume total de 2,0ml.

Nos diferentes ensaios, o tempo de reacao variou en-
tre 10 e 20 wminutos, em fungso da idade fisimlégica do tecido fp
liar, Todos ps ensaios foram realizados *a temperatura  constante
de 32920, ﬂpés um intervalo de tempo apropriado, a reacgado foi in-
terrompida pels adicédo de 2,0ml de reagente constituldo por 0,01%
de Nenaftilstilenodiamine e 0,5% de sulfanilamida em acide clori
drico 0,750, fipos a estabilizacac do complexs diaso formado, as
absorbancias foram determinadas contra controles individuvais {que
naao continham NADH no meio de reagao), a 540nm, em espectrofoti.
meEtro.

As atividades enzimaticas foran BEXpYEsSsas em unoles
de nitrito produzido por grama de tecido fresco, durante uma hoe-
ra, ou em umoles de nitrito por miligrama de prﬁtaﬁma por  hora,
dependendo do objetivo da determinacéo.

Lrd

.8, Redutase de nitrato, in vivo,
A atividade, in vivo, da redutase de nitrato foi a-
- L N " o
valiada segundo tecnica descrita por Hageman e Hucklesby, 1971 mo

dificada pour Magolhowes, 1973, Duzentas miligramas de tecideo foliw

ar foram subdivididos em segmentos com cerca de 3 a Smm de largu
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ca g 10 a Z20mm de comprimento, e colecados em recipilentes de vi-
dro de 30ms de digmetro por &60mm de altura, contendo 5,0l de 50
lugao denominada meio de infiltracfo, constitulda por 0,10 de fos
fato de pﬁtéﬂgim$ pe 7L H, O, 1N de nitrato de théﬁsim e 1% de N~
propanol,

Noa experimentos reallizados com a Tinalidade de  se
verificar a atividade enzimatica somente em funcae da concentrae
GBo de nitrato endogeno, o meio de infiltracic n3o continha ni-
trato do ﬁutéswi@a

d tecido vegetal fol mantido submersc no meio de ip
filtraglo atraveés de um suporte pléatico revestido de uma tela
de nylon, e subnetido a infiltracao a vacun durante dois mirue
tos, ﬁpéa esse tratamento, os frascos Toram mantidos & temperaty
ra de 3290, em banho maria sob agitagse. Dentro de um intervalo
de tempe variavel entre 10 e 70 minutos, em fungao da idade do te
cido, a quantidade de fons nitrito libsrada no meio de infiltra-
cen foi determinada enm aliguotas de 0,2m1 de maneira idéntica a
descrita anteriormente {3.7.).

Az atividades enzimaticas foram BTSSR am uynoles
de nitrite produzido dursnte uma hora, por grasa de tecido frege
co, ou  por folha, dependende do objetivo,

3.9, Infiltracse de glicose e malato no tecido fo-

liar.

uzontas miligramas de tecido, provonientes de plan
tas previamente mantidas no escuro durante 40 horas, foram coloe

cadas nos recipientes de vidro juntamente com 5,0ml de meia de



1

infiltragao contendo 100.0mM de glicose ou 100, el de malato de
sodio. A infiltragao foi realizada de mansira descrita anterior-
mente (3.87,

Us tecidos foliares, infiltrados com os devidos
substratos, permaneceram em banho maria sob a@itag%a,‘a tempera=
tura de 3290, durants pelo menos 15 minutos.,

A liberagdo de ions nitrito no meio de infiltragdo,
nos diferentes tratamentos, fpi avaliada a cada 10 minutos em a-
l{quutaﬁ de U,2ml, de maneira descrita no {tem 3.8, dentro do pe
riodo de tempo de 40 minutos,

s valores das absorbancias des selugbes nos varios
tratamentos foram comparados con paueles obtidoa no controle, que
nEn continkia nebum dus suhairstos especificados, Qs resultados fi

ram apresentadoys en unidades de absorbancia.

.10, Absorgao de nitrato por folhas intactas de di

-~ 3 1 13 k3 & »
ferentes idades fisiologicas,

sementes de snja foram colocadas para germinar de
maneiro deoscrita no 1 tons 3.1, em lotes plantedos a intervolos de
tempo apropriados com a finalidade de se obter, simultaneamente,
folhas primarias conm diferentes idades: 4, 7 & 13 dias. Cerca de
cinco folhas trifolicladas de cada ume das idades foram colocaw
das para absorver jons nitrato atraves dos pmc{mluﬁ, durante um
per{mda do guatro horas, ewm camaras de crescimento, é temperaty-
ra de 2780, sob iluminacio de 18,000 lux.

Us meios de absorgao, para cada uma das idades,eram

. I - N . * .
constituldos por 5,0mf de fosfato de potassio, pH 6,8, contendo
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individualmente 1,6, 3,2, 6,4, 12,8 ¢ 25,G6ml de nitrato de pmﬁég
sio, &pés o tempo de sbsorgac, as concentragfes de nitrato Goumy
lado nos tecidos foram determinadas pelo metodo descrite Ao ftem
3.5, As diferengas entre as concentragles de nitrato determina-
das @mg o tempo de absorcido, & as guantidades medides imediatae
mente antes do infcio do ensaio (tempo “zero"}, em cada uma das

idades, corresponderam as quantidades de nitrato acumuladas pslo
tecido, durante 4 horas. Us dados foram eoxpressos em umoles deni

trato acumulado, por grama de material fresco, durante as 4 ho-

il

-~

Apos o processo de absorgde, as atividades,in viveo,

(sem nitrato no meic de incubagio do tecide) da enzima foram dee
. " e s -t & x a . -
terminadas, 0 efeito da absorgao do ion pelos tecidos foliares fol

avaliade airaves da transformacado de Linsweaver-Jurk.

Gell. Protease: extragéo e ensaio.

As atividades de protease foram avaliadas de acorde
com 0 metodo descrito pcer Haorvey e Uaks,i974, com algumas modifi
cagoes., 0 tecide foliar foi homogeneizado em 25%,0mM de fosfatode
pmtﬁxaiuy pll 0,5, contendo 10,Uml de L-cisteina. O sobrenadants,
obtido pela centrifugacio do extrato a 20,0000, foi utilizado oo
mo proparacoc cnzimatica.

Aatividode de proteaso fol aveliada atraves da it

pacidede da enziva em hidrolizar hemoglobina. Cada tubo de e a

continha 2,Uml de tamyg foafato by2fity, pii 8,0 ¢ SU,0mg de  hemo-

globina. A rea o foi iniciada pela adiciao de ©,5ml do extrato e

¥ . " , - & - 4 » " -
interrompido arpos 30 min. com 2,5n1 de acidotriclorcacetica o L0

U cnsalo Tol roolirare a Feoreratura de 40,090,
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A precipitachn da proteina ndo hidrolizada se pro-
cessoy durante 12 horas em banho de gelo. Apds a centrifugagan
gxtrato 2 5.000g, a absorbdncia do sobhrensdante foi determipada
em espectrofotometre & 280nm, contra controle individual, Lads
controle ol obtide interrompendo-se a reacao no tempo "zera®,

A atividade de protease foil arbiitrariasments calibra
do por meic de reta padrao dé Iriptotano. As atividades foram BX
pressas em microgramas de triptofane liberado durante uma bora,

por grama ds tecido fresco.
2017, Instabhilidade da redugtase de nitrato.

A instablilidade da molecula de redutasse de nitratoe,

; fol estl

b M " T - EYTI mﬁ Cd
avaliadoe clreves de atterscoes da atividade snzimatica

mada ean folhas de diferntes idades, correspondendo ao 3o, 4%, GF
102 e 13% dia apds a emerchncia da lamina foliar, por meic da de
terminagao do decainento das atividades in vitro, isto g s fun
cao do tespo ﬂﬂﬂé“%iliuﬁ transcorrido sntre o exitracio da enzima
£ o ensalo, para gque os valores de atividade fossem reduzidos a
netade (7-1/2), G5 valores de decsimento foram caleulados palas
eguagoes de regressac entre os logaritmos decimais das  atividae
des enzimaticas e os valores em minutos, dos intervalos de teme

00
As determinagtes dos decaimentos foram  realizadas
I3 € i e, 3 # 5
mantonde-~se 0w extratos enzimaticos & 0fC, 0 apssin enzimatico

- . i -
Toi realizeadn de maneira descrita no 1tem Je7.
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4 4 El o y ks
ratos enzimaticos Toram obtideos de acordo oom
. 4 - . -~
rito no ltem 3.7. Foram determinadas, em tresg

dgsenvolvimento da folha, tempsraturas e

teragoes na estrytura da enzima, assim G

o e . £ .
wito da presenga de caseina no meio de extra

ni by gobre os valores tanperaturas gus

ne estruturacao da molecula da  enzima,

apaes

v
s

. ® N - 5 e . .
enzimaticas Toram dividides em  aly-

DAY AGLORS

e

durante 1% minutos, em lempersturas

- . . ) ¢ .
380, Posteriormente, o3 aliguotas foram

-

oF o)

artho o minutos. As  atividae

™

: gele durante 1

determinadas, in vitro, de maneira descrita

.7

peratuyas que induziram alteracoes na estruty
a enzima, assim como 0% valores das energias
essc de inativagdo enzimatica, foram avalia-

ao de Arrenhius:

-3
TUE0E6 % 1,087

agnde s

/Ki =

as velocidades da reagas snzimatica nas tem-

@

A representa
-1

& gnergia de

ativaca

ivar em ocal.mol

valores das tangentes das fungoes line

es de LogK e 1/7, foram calculadas as enerqgi-

temperaturas que induziram alteragbes na
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truturacan da enzima furam calculados atraves dos pontos de inter

\‘i‘n i

can das funglies,

i
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4. RESULTADOS

4.1 Atividade da redutase de nitrato durante o ane

togenese da folha,

[ —

trate foram determinadas durante o crescimento da primeirs folha
trifoliolada com o objetivo de obervar a seguéncia das variagbes
nas taxes de redugdo de nitrate durante o desenvolvimento folie
ar. Alem disst, os dois metodos empregados ne avaliacdo das atie-
vidades da enzima, foram cotejados com a finalidade de investi-
gar diferengas guantitativas entre eles.

Verificou-se que os dois metodos Bropregados nas de-
terminacoes das atividades enzimaticas mostram valores gque dife=-
rem entre si (Fig. 1). A rolacho existente entre os valores das
atividades in vitro, e agueles determinados in vivo, foi determi
nada atraves de eguacio de regressdaoc, o pode SBT expressa da ase
guinte forma: Atividade in vitro = 0,43 (Atividade in vivaj+0,1
(Fig. 2).

As atividades determinadas in vivo e in vitro, gque
no segundo dia da emergencie foliar apresentaram valores iguais
a 10,0 ull de mmgag“l@h”l e 4,5 ull de mwggg“i

e B L [ ¥ »
te, mostreram um padrfo ascendente com picos de maximas atividoe

-1 X
+h 7, Tespsctivamen-

des no 4% dis do desenvolvimento foliaer, correspondentes a 25,0

=1, -1

e 11,0 ul de NOS.g ~.h

2
" £ E K3 ® e “ >
s nicos de maximas atividades fToram cuincidenten
" . & . e o >
com & fase do crescimento logaritmico da area foliar, e corresg-

a fTase do desenvolvimentoe foliar equivalents a 1/3 da OXIanNsag



Fige 1. Variacocs na atividade da redutase de nitratoe {uf
wd o eds . \ . . :
Y, in vive (OO e in yitra (0-0)

~ante a onkogenese da primeira folha trifoliolz

R oy
Pk e LY
£

o, Y “ b -
da. O descnvolvimernto da Tolha e apresentado  pe-

} o ¢ s 7o
ins variogoes da area foliar, em dm (RN
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. Correlacac entre as atividades da redutase de nitra
to determinadas ip vivo {(com 100 mf de nitrato no

. . ~ . . . e wl
melo de incubagac do tecido) e in vitro (umwﬁzgg .

h“l)y ne primeira Tolha trifolicolada.
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foliar méximay yerificada avs treze diag a&éﬁ n emergencia da fa
tha (0,63 dm?),

A partir do 4¢ dia do desenvolvimento foliar, ¢ pa-
drao descendente das atividades (in vive e in vitrg), foi expo-
nencialmente propercional a idede do tecide folisr, pelo menos a
te o 9% dia mpﬁﬁ a emergencia da folha. Nesta idade, as atividée
des snzimaticas determinadas dn vilro e in viveo apresentaram voe

|

lorse respectivamente igumis a 2,8 e 6,0 ull de NOL.n " .h

2

. # : Yo I .
No final do periodo ontogenetico investigado, ou &1

]

»

je, no 13% dia apos & eserpencia do tecido foliar, agueles valoe
res de atividade ropresentaram, . em anbos os casos, apenas 16%dos

»

maximos soresentados no 4% dia,

. e Ed . - N
4.2, Concentragac endogena de nitrato e o efeito na

atividade, in vivo, da redutase de nitreto.

(s valores das concentracoes de nitrato durante 3]
desenveolvimento da primeirs folhs trifoliclads sio apresentados
ne Fig. 3. As variagbes na astividade, in vive, da snzima, deter-
miradas simultaneamente na presenca e auséncia daquele Leon no me
ig de incubagho do tecido, estig incluidas na figura.

A concentracan de mitrata?nm sequnds dia do dosen -
volvimento foliar fol equivalente a 10,0 umwgwl de tecido Yresoo

o atinglu aproximadamente 60,0 ult.g 7, no gulnio dia. Essa  cone

i # - " " “» " -
tragao maxima de nitrato na folha, praticamente coincidente oom
# 4 - L ] ®
a maxima atividade da redutase de nitrateo, manteve-se constante
: F & . . - N g
durante todo o periodo da ontogensse foliar, As variagoes na at

.y . . '3
vidade da enzima determinadas no mesmo periodo, mostratam um pa



. . . o . -k .
FIG. 3. Concentragoes de nitrato em ulf.g {E}“{j), e varia

goes na atividade in vive da redutase de nitrato
L B | . .
{uﬁﬁﬁzug 7)), determinada na pressnca { )

e na ausencia (O—0) de nitrato no meio de incuba
cao do tecido, durante a ontogeness da primeira fo

Iha trifoliolada,
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drio semelhante aguele descrito anteriormente (4,1). Os volores
da atividade enzimatica eslculadas no ensaio realizado sem nitra
to no melo de incubagan do tecido foram menores do que aqueles a
valiados na presenga daquele é@ﬂ& A Tabela-l wmostra o efeito do
nitrate no meic de incubagao do tecideo em funcio da idade da fo-
Iha, atraves das relagtes entre as atividades determinadas fa
presenga e na ausencia de nitrato no meio.

0 menor efeite do {an foi coincidente com a maxima
atividade da redutase de nitrato. A presenga de nitrato no meio
proporocionou um aumento na atividade da snzima de cerca de aa%,
em comparacac com o valor obtido na sua auséncia. Durante a ontg
genese foliar, aquele efeito foi crescente, atingindo um valor e
guivalente a cerca de 4009 no 139 dia apéa a emexg%ﬁaia da folha

trifolicolada,

TDADE REDUTASE DE NITRATD
{dias) {(reiacan c/ﬁﬂg : S/Ngi)
2 1,8
1,4
4 1,4
g 1,5
6 1,
7 2,6
g 4,8
13 5,4

Tabels ~ 1. Efeito do nitrato presente no mein de
incubagao do tecido, avaliado pela relacag entre
as atividades, in vive, da redutase de nitrato, na
presenca e na ausencia do jon.



&

As varlacoss na atividade total {por folha) da redy

24

- #» N .
tese de nitrato, bDem como as variagfes no conteudn de nitrato no

tecido durante o desenvolviments foliar, s3c  aprezentacos

¥

Fig, 4. Nota-se gue, independentements da praaenga  de

[RE

pitrato

no melo de incubagao da enzima, as variascoes na atividade enzima

tiea mostraram um padrdc crescente desde o 79 ate o 59 dia

mergéncia da folha, As atividodes maximas nesse gstagio do

i

-

d@&m&

volvimento corresponderam a 6,6 uf de Nﬁ;wfmimhmiy na  presenca

do nitrato no meic de incubacao do tecido, e 4,3 ull de Nﬁgm

-],

f

&

ot 1 o . F o
h na ausencia daguele jon. 08 padrées decrescentes observados

4 o o u‘ﬁ Yy "
apos o 5% dia foram semelhantes sos Ja descritos anteriorments,

U efeito da presenge de nitrato no meio de

incubae

can do tecides foliar foi identico aguele apresentado na Tabela ]

uma ver que a atividade total fol deternminads atraves dos

b o . P 5 .
res de area Toliar papecifica em cads umz das idades, e g

Ll

YAaLo-

B -

¢ A,
ses valores permaneceram constantes duranto o periodo da ontoge-

nest investicodo,

s

U conteudo total {par folha) de nitrato, oue
b £ ¥ i
gurndo dia da emergencia da folha foi de Ly 0 ult, sumentou
* & “ ¢ # b
nelra praticamente linear ate o setimo gia, apresentando

> FE oy - I 4 & -
loy de aproximadamente 4,0 ulle A& partir desse estagio do

velvimento esse aumento fol menos pronunciado, chegando a

e v - . # # s e
de 36,0 ol ne 132 dia do periodo ontogenetico em guestan,

4.%, Atividade especifica, in vitro, da redy

nitrato,

1

the

Lin

p

ta

14

73 o

HE

[ R

dess

cuyoca

S

da

P S L £ e ! . . .
A atividade especifica da enzima fol doterminads en

¥



4 i s r
Comtoudo de nitrato em ultl por folha (E}mm) B W
riegtes na atividade total, in vive, da redutase
. U S Y .
de nitrato {ulihO,.folha “.h } determinada na pre

) & ne ausencia de nitrato no meio de

incubagao do tecido (0 —Q), durante a ontogenese

da primeira folha trifoliolada.

E
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funcio da congentragao de pro teina no extrato enzimaticn, As cen
a@mtragﬁﬁﬁ de proteina durante o desenvolvimenic da primeira fo-
lha trifolicliade estio apresentados na Fig. 5. No primeirs dis a
poa a emergéncia foliar o teor em proteina no tecido foi equiva-
lente & cerca de 50,0 m@$gwl de tecido fresco, decrescendo Baxpg
nencialmente com a idade do tecido foliar até o 69 dia. %wﬁﬁ B 5w
sa idade, a concentracio na folha permaneceu praticamente  conge
tante,. atingindo cerca de 20% daguele valor &péﬁ o 9% dia do dew~
senvolvimento.

A atividade maxima da redutase de nitrato, detarmi-
nada em funcgao da guantidade de urmtmfma do axtrato, fol sguiva-
tente a cerca de 0,7 ull de m&;,mgmlggwt@hmiy e Toi ohservads no
quinto dia da emergencia da folha., No segundo dia do desenvolvie

. P . £ o - .
mentn da folha, a atividade especifice da redutase de pitrato fol

- " ey -, o} ’ , . -
de 0,15 ol de NOD,mg “prot.h T. 0 decrescimo na atividade enzima
oo M &

tica, echsprvado a partir do ponto de méximaﬁ fol sxponencialrene
te proporcional o idade do tecido. No 139 dia, a atividade espe=-
cifica corvespondes a cerca de 25% deguela verificada no ﬁﬁ%&gim
de maxima atividads {Fig. 6.

4.4, Infiltracio de glicose e malato no tecido fo-

liar.

A infiltracao de glicose & malato no tecido foliar
=y . * - e - & o . .
fei realizada em duas idades {isiologicas gue mostraram valores
distintos nas atividades da redutase de nitrato, in vivo ou  in

vitro. HNestes ensaics foram utilizados tecidos foliares com ida

N ' " P » ¢ oo » . ~
des correspondentes ao 4% g 7% diss apos & emergencia da folha



y o ~ ¢ -1
FiG. 5. Concentracoes de proteina (mg.g ~) durante a onto-
génese da primeira folha trifoliclada,
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0.

Yariagoos da atividade especifica da redutase deni
trato {u {is‘*éi};,,m@ §-31“r;}t;ﬁ{m;mlﬂ“1m}”}3 determinada in vi
tro, duranmte o dessnvolvimento da primeira folha
tritoliolada de soja.
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trifolioloda. Us dades vatdo apresentados nas Figa., 7A e 78 rege
pectivanente.

A liberagdo de rons nitrito decorrente da  reducdo
do nitrato, nos diferentes meios de incubacio, Toi diretaments
proporcional ac tempo de reacdo a partir do 109 minuto do inmicio
do processc, independentemnente da idade do tecido foliar.

U efeito da presenga de glicose no melo de infiliva
cdo do teciduo, sobre a taxa de redugac de nitrato, fol evidente
em ambaw as idades dos tecidos, guando comparadas com 08 controe
less

Por osutro ladeo, a presenga de malato aparentemente
ndo alterou @ liberacdo de nitrite no meio de incubaclo do teci-
do, independentemente da idade da folha,

Dentro dointervalo de tempo compresndido entre 10 e
50 minutos do infcio da Iiberacao de nitrito, as taxas de aumen-
to dos velores das absorbincias dos tratamentos com glicose fo-
ram eguivalentes a cerce de 6 e B vezes aguelas dog controles,
respectivamente nos tecidos foliares com idades fisiologicas cor
respandentes ac 4% ¢ 79 dias da emergEncia,

4.5, Efelto de glicose na atividade, in vivo, da reg

o

dutase de nitrato.

As variagies na atividade da redutase de nitrato, de
terminada na presenga e na avsencia de glicose, estan mostradas
na Fig, 8. As curvas representativas dessas vayiagﬁwﬁ, durante a

ontogenese foliar, sao identicas entre si, mostrando um pico de

w =]

maxima atividade, 2o redor de 25,0 ufi de Jﬁ?@g h”l, aus 4 dias



Frettn da prosencs de salato (=) e glicoss
(O—0) na liheragao de nitrito, in vive, avalia
do atraves do aumento na absorbancia a 540 nm do
meio de incubagho do tecido, e do controle (@-0),
na primeira folha trifoliolada de &4 dias (A) e

de 7 tias de idadeld).
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Variagbes da atividade in vive da redutase de ni-

l@hmi}, na presenca de 100 mii de

trabo {umhﬁg.gm
glicose no meio de incubagdo do tecido (O —Q0) e
no controle {{(J-—~[1), durante a ontogenese de fo-

iha de soja.
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apts a emergéncia da folha, A atividade enzimdtics do tratamenteo

contendo glicose, bem como do tratamento controle, diminui de ma

o

L L3
4

neira identica, spresentando valores ao redor de 0wl de NO

g7t h ne 130 dia; cerca de 20% daguele verificado no 49 dia do

desenvolvimento da folha,
4.0, Inatabilidade de redutase de mitrato.

Independentenente da idade do tecido foliar, verifi

s “ n *
cou~sg gue o decaimento da atividede enzimatice fol exponenciale

#

mente proporciocal ao tesnpo decorrido apos a grtrasao da  enzica

A tabela-Z apresents os valores das taxas de decaiw
mento da atividade enzimatics se folhes de diferentes idades fie

.
siologicos.,

ToAanE TRALA DE DECATWMENTO
(diasg) {T=1/2 « hs)

¢ 3,8
4 4,6
G 0,9
L0 0,7
13 0,7

Tabela - 2. Instabilidede da redutase de nitrato em
folhas de diferentes idedes, avaliada atraves dag
taxas de decaimente da atividade enzimatica determi

As menores instabilidodes Foram verificadas nos axe

» # ‘ 3 » 3 @
tratos enzimaticos provenientes de tecidos foliares com idades



FIG, 9. Decaimento da atividade in vitro da redutase de njl
trato, na primeira folha trifoliolada de diferen-
tas idades ‘f’iﬁimlégiﬁ&m 3 dias (O0-—Q), 4 dias
({3=—=LN), 6 dias {(O=I1), 10 dias {(U—0) & 13 dias
{337,
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fisiologicas correspondentes ao 3% e 4% dias da emergéncia da fo
iha,

Por outroe lado, ms maiores instabilidades da enzisa
foram verificadas apos o pico de maxima atividade da redutase de
nitrato. A enzima extralda de folhas com 6 dias de idade mostrou
uma instabilidade cerca de cince vezes aguela apresentada no 4t
dia do desenvolvimento da folha. As instabilidades observadas nos
dias 10 e 13 apos a emercencia da folha foram idénticas entre sai
(T-1/2 = 0,7h}, & corresponderam a valores seis vezes agueles que

# . " .
nrgvaieceram no pico de paxima atividade,

- S . I v e 2 3 P - Jre—
4.7 Efeitn de caseing na instabilidade da reduinse

de nitrato.

s valores dodecaimento da atividade da redutase de
nitrato extraids em meic contendo ﬁaﬁafma, em diferentss  idades
da folha, estiBo apressntados na Fig. 10,

A presenca da proteina durante a extragao da enzima
proporciconou, independentemente da idade do tecido, menor instaw
bilidade da redutase de nitrato, em comparagic com aquels avalia
da pa auseéncia de caseina (Fig. 9).

Rs taxas de decaimento de atividade enzimatica figu
ram na Tabela-3. Ae menores instabilidades foram verificadas nos
extratos enzimaticos provenientes de folhas com 3 e 4 diag de iw
dade (26,4hs e Z6,0hs respectivamente). A enzima extrafida nesse
periodo do dessnvolvimento foi 2,6 veres mais estavel do gug  a
obtide no 6% dia do desenvolvimento foliar, ® 4,3 vezes aguela do

13% dia,



Filte 10, Decaimento da atividade in vitro da redutase de
nitrato extraida na nresenca da 3% de Cﬁ&@fnaa na
primeira folha trifoliclada de diferentes idades
fisioldgicas: 3 dias (@—@), 4 dias (&), 6di

1), 10 dias (w—w) e 13 dias (@-—a),
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IDADE TAXA DE DECAIRENTD
{diag) (T=1/2 - hs)
3 26,4
4 26,0
6 10,0
10 &,1
17 6,2

Tabels - 3. Instabllidade da redutase de nitrato en
folhas de diferentes idades, avaliada atraves das
taxas de decaimento da atividade enzimatica determi
nada in vitro, na presenca de ceseina.

Helacionando-se 0s dados apresentados na Tabela « 3
com os da Tabsla - 2, nota-se gue o efeito da caseina na diminui
cao da instabilidade da redutase de nitrato foil maior nos teci-
dos com 6, 10 e 13 dias de idade, em comparagac com o efeito da

¢ . o o
proteina nog 3% g 4% dias da aontogenese foliarx (?ab&lﬁwé)@

FDADE TAXA DE DECAIMENTO
{dias) (razao c/cas.:s/cas,)
3 6,9
4 5,7
6 11,2
i 8,7
13 5,0

Tabela - 4. Relagso entre os valores das taxas te
dmaaimw?tm, determinodas na presenca e na  ausencia
de caseina, em diferentes idades da folha.



. . 4 oL v . ,
4.8, Efeito da caseina na atividada, in vitro, da
redutase de nltrato,
As variagoes na atividade enzimatica determinadas

am extratos com 2 szem caﬂﬁ{na, durante a amtogém@ﬂe da folha, eg
téo mostradas na Fig., 11. Verificou-se que @ presenca de casefna
no meio de extracac da enzima proporcionsu a manutencdo da ativi
dode maxima da redutase de nitrato (9,2 ull de Nﬁgsg"lwhull, g -
rants o periodn mnimganétimo compreendido entre o 4% e 13% dias
apos & emergéncia da folha,

As variagbes na atividade de enzima extraida na age
sencia de cassina, mostraram um padrac idéntico ao apresentado an
teriorments (4.1), com um pico de maxima atividade no 49 dia ae
pés 2 smergencia ds folha., Nessa fase do desenvolvimento, o efei
to da caseina na atividade enzimética foi praticamente inexisten
te, aumentando exponencialmente com a idade do tecido foliar, A
area compreendica entre as curvas representativas das veriacoes
das atividades ﬁﬂgiméiim3$9 na presenga e na ausencla de caseina
no melo extrator, representa graficamente o efeito daguela prote

4 £ w Lo . . o
ina nos nivels de atividade da redutase de nitrato.

. I . . e
4,9, Efelto de caseina adicionada no meio de reagan

da redutase de mitroto,

Us decrescimos da atividads determineda in vitro,
n i ® # e »
gm fungao do tewpo decorrido apos a extragas da enzima, em folhsas
de U e 11 dias de idade, s30 apresentados nas Flgs., 12A e 12R,

e x - a 3 £ kS N . " A
brnguanto gue a atividade enzimatica mostrada na figura 124 foi

Rk



F1G, 11. VYariagoss da atividade in vitro da redutase de ni

- ~ .

trato, na presenca {(@ 5) ¢ na ausencia {(O— Q)
¢ . ol .

de 3% de caseina no meioc de extracdo da enzima

durante a ontogénese da primeira folha trifoliocla

tdas

B
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FI1Ge 12, Deagim@nta da atividade in vitro da redutase deni
trato, na ausencia {A) e na presenca (B) de 3% de
caseina no meio de reagao da enzima, na primeira
folha trifolivlada, e em duas idades digtinta$: 5

dias (0—0e@®—@) ¢ 11 dias (-0 B—8).
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determinaca na auséncia de caseina no meio de reacdao, aguela ra-
presentada na Fig. 120 foi avaliada na presenca daquela proteina,

Ag taxas de decaimento da redutase de nitrato, am
folhas de O e 1l dias de idade, e determinadas sem cassina no me
io de reacao, foram iguais a l,5%hs e U,6h respectivaments., 0 va-
lor de T-1/2 da snzima obtido na presenca de maaﬁina, gm folhas
de 5 dias de idade, foi ds 1,3hs, enguanto que folhas com 11 di-
ag apresentaram taxa de decaimento identica éguala verificada na
ausencia da proteina (0,6h).

Comparando-se as equagces de 7egressao mostradas na
fige 12A cowm aquelas da Fig, 120, vé-ss gue o nivel da atividade
mmzimﬁtia&? dentro de uma mesma idade de tecido, nao fol altera-
do pela presenca de caseina no meio de reacdo, da mesma maneirag
que as taxas de decaimento nan diferiram entra si, com relac@o ao

~ M '
efeito da caseina.

4.10, Instahbilidade da redutsse de nitrato ne gxtra
to obtido de mistura de folhas com idades fie

siologicas distintas.

0 extrato enzimatico foi obtido a partir de uma mig
tura de tecidos de folhas de idades fiaialﬁgiaaa'morrespandentes
ac 4% e 9% dias apos a emergencia foliar.,

U decaimento da atividade, in vitro, da redutase de
nitrato determinado no extrato da mistura de tecidos, bem Como
os determinados individualmente, estio apresentadnos na Fig. 13,

&

Us valores de T-1/7 da redutase de nitrato, sm folhas com 4 & @

dias de ildade foram respectivamente iguais a 3,Bhs e U,8h. U tem



Decaimento da atividade in vitro da redutase de
nitrato obtids separadamente de fTolhas com 4 dias
({1} & 8 dias {(J-—4) de idade, bem como da epn
rima obtida de wuma mistura dos dois tecidos folie

ares {m Wm } ®
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* +# " ®
po de decaimenito delerminado no exirato enzimatico da misturs dos
tecidos fol de 7,%ms, representando cerca de 76% do valor verifi
¥ $ kS

cado no 49 dia do desenvolvimanto da folha,

d.11, Estudo terma-cinetico da redutase de nitrato.

As temperaturas gue induziram alteragoOes na estruty
regho da enzima extraida na presencs e no ausencia de ca&mfna, &
paertir de folhas com 4, 6 ¢ 9 dias de idade, estlo apressntadas
neg: Figs, 14, 1D & 16,

As fungles entre os logaritmos decimais das ativida
des enzimaticas, determinadas in vitro, 8 o inverso das tempera-
turas absolutas, apresentaram pontos de inflexao sewelhantes, in
dependentenente da idade do tecido foliar e ds presenca de ﬂ&ﬁﬁi
na no meic de extracas da enzima,

Aparentemente, as temperaturas gue induziram altera
ghes na estrutura da redutase de nitrato ndo diferirem entre si
com relacio & idade do tecido foliar, bem como em relacic an  e-
feite da casefina, A primeira variou entre 23,080 & 25,4%C & a sg
gunda de 35,790 a 38,290 (Figs. 14, 15 e 158},

As energias de ativagdo da instabilidade da reduta-
se de nitrato, nos diferentes intervalos de temperatura e nas 3
idades da folha, figuram pa Tabele-5. As energias de ativagao da
enzima, evaliadas sem a presenca de caseina no meio de @xtragﬁ%

avmentaram linearmente com a idade do tecido foliar,

s

Por outro lado, aqueles parametros diminuiram a pa
tir do 49 dia da emergencia da folha, e tenderam a estabilizar

4
nos ftratamentos com a caseina,



g

nque induzem alberagoss na gatrutura

de nitrato, extraids na nressenga
(@ —©)e na ausencia () de 3% de aseina no
meio de extracio de enzima em folhas de 4 dias de
idade. fs temperatyras foram avaliadas atraves da

relacas de Arrhenius.
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FIG 14
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FlG.

15,

Temperaturas oue induzem alteragtes na estrutura
#
da redutase de nitrato extraida na presensa

meio de extracao da enzima, em folhas de 6 dias

. . ; P £
B} = na avsBnoia O — ) de 3% de caseinano

« rd
e idade. Az temperaturas Toram avaliadas atraues

da relagao de Arrhenius,
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16, Temperaturas que induzem alteracoes na estrutura

: ; ¥
da redutasse de nitrato sxiraida e presenca

~®) & na avsencie (O—0) de 3% de  cassina

no meio de extracac da snzima, em folhas de 9 di-
ag de idade. As temperaturas foram svalladas atin

ves de relacan de Arrhenius.
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FIG. 16
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Thabe TRATARBENTC IRTERVALD DE ENERGIA DE ATI-

(dias) TEMPERATURA(2C)  VACAO(Kcal/mol)
4 s/ caseina (0,0 - 23,0) 2,06
(23,0w 45,7) 19,656
{ « 35,7) 141,36
¢/ caseina (0,0 - 24,6) 1,03
(24,6~ 35,8) 26,36
( « 35,8) 223,44
G s/ caseina (0,0 - 23,4) 3,42
(= 2%,4) 20,71
c/ caseina (0,0 - 25,4) 0,50
(25,4~ 38,2) 13,48
{( =« 58,2) 230,28
g s/ caseina (0,0 - 24,6 5,52
( + 24,6) 31,35
¢/ cosofno (0,0 - 25,0) 0,50
(25,0~ 37,1) 14,46
( + 37,1) 172,30
Tabela - 5. Energias de ativagdo (Kcal/mol) da instabili
dode do rodutase de nitrato (com e sem caseina no melo
de extragac), nos diferentes intervalos de temperatura

que induzem alteragoes estruturais na enzima, em diferen
tes idades da folha,

4.12. Atividade de protease durante a ontogenese

da folha,

As Figs. 17 e 18 apresentam as variacoes na ativida

de da protease em fungao da temperatura e do pH do meio de rea-

L

L OTECA CENTRAL
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FIG. 17. Yariacoes na atividade de protease da primeira fgo
tha trifoliolada, em fungao da temperatura da rea

pao, gquandn se uytilizou hemoglobina como substra-

Fio, 1. Udéiﬁgawﬁ na atividade de proteasss do pripeira fo

Iha trifoliclada, em fTungao do pH da reagio, quap

do se uhtilizou heroglobina comnp substrato.
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- MR s s £,
gao. Nota-se que 2 temperaturs otima da atividade proteslitica

# " -
foi de aproximadamente 40,090, enquanto o pH otima foi cerca de
£ ] H

i atividade da protease, determinade na primeira fo
lha trifoliclade durante o desenvolvimento, puta apresentada na
Fig. 19. No segundo dia do ontogenese, a atividade enzimatica foi
tgual a 7,5 ug de ?rimgwluhmla A atividade decresceu com a jdade
do tecide, apresentando um valor minimo ac redor de 9@ tia, equj

1 -1

. -y — e , . & o . .
valente a 0,3 ug de Tri.g ", Mo 13% dia apos a emergencia fo

A

= . - - # = o & 9 s .
iiar, a etividade enzimatica foil igual a 2,3 ug de Tri.g “oh ",
4,13, Absorcéo de nitrato pela folha,

A absorgdo de f{ons nitrato por folhas com 4y, 7 e 13
dias de idade cota apresentads na Filg, 20, Comparsndo-se o5 cog-
ficientes anguleres das equagoes de regressac das funcoes entre
0 processo de absargac e as concentragdes de nitrato na solugho
externa, verificou-se que o processo foi exponencial e ipversa-
mente proporciona a idade da folha.

A capacidade de absorver nitrato, de folhas com qua

tro diss de idade foil cerce de duas vezes a capacidade verifica-

da no tecide foliar comsels diass, e serca de sste vezes Aruela se

o m 1 ks " &
presentada pela folha com idade correspondente ao 139 die apos

Boamargencia,

4.14, Efeito da sbsorcio de nitrato na atividade in

vivo da redutase de nitrato,

. s - P . ! "
0 efeito da absorcaon de ionms nitrato pelas tolhag



F1G., 19, Variagoes da atividade de protsass na primeira fo

1

lha trifoliolada {ug Tri.g »hml) durante a onto-

QENBSE.
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FIG. 20. Absorcao de {ons nitrato nor folhas intactas de
treps idades distintas: 4 dias (0—Q), 7 dias
(&3 @ 13 dias {O-—0[D).
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trifalicisca com 4, 7 e 13 dias de idade, sohre a reducas do
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F16G. 71. Efeito da avsorgao de nitrate por Tolhas intactas
(primeira trifoliclada) de 4 dias (O0~—Q), 7 dias
([N o 17 dias de idade ({d=~L]) sobre a ativi-

dade in vive da redutase de nitrato.
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5, DISCUSSRO

'S

S.1. Atividade in vivo e in vitro da redutase de ni-

G S

‘tx“&%"flif?@

As variagOes na atividade da redutass de nitrato, dg
terminada in vivo & in vitrg durante o desenvolvimento da {olha,
mogtraram um pico de maxima atividade coincidente com a total a-
hertura dos foliolos que compbem a trifolinlada, ou seja, no 49
dia apos a emergencia da folha (Fig. 1), Esse fate & semelhante
agueles observados por Harper e Hageman, 1972, em folhas de  idaw
dos fiuiwlﬁgiﬁag distintaa, om plantaes de soje, o avg observados
por dallace e Pate,1965, em plantas de ervilha, que mostraram que
tecidos mais velhos tem menor capacidade de redugac de nitrate do
uue o dos tecidos jovens.

As variactes na atividade da redutass de nitrato,
guando avaliadas in vive, tém sido consideradas como reflexos das
variagoes in situ, e portanto, tem sido interpretadas como BR~-
pressantdg a atividade enzimatica veal ( Harper e Hageman, 1972,
Streeter ¢ losler,1972, Hadin,l97%, Brunetti e Hageman,1976). Oy
tros autores {Janiesch,l973, Jones ¢ Sheard,l977)  demonstraram
que a determinagao da atividade da redutase de nitrato in wivo,
nto represonta o capecidade deo redugac de nitrato peleo tecldo,

A linearideds existente entre as atividades determi
nadas In vivog, com Hﬂg no melo de incubagdo, e as avaliadas fnwvil
tro (Fig., 2}, sugere gue as variagdes observadas na atividade da
erzima, pelo menos durante a Tase do desenvolvimento investigado,

e - . i . o & . P
neo estao correlacionadas com as variagoes nos nivels endogenos



de nucleotidos de piridina reduzide, e de nitrato, como substra-
tos para a snzima, principalments levando-sg em conta que o3 dais
fotores noo sao limitantes para o processo durante os ensalos in
vitro o in vive. A disponibilidade de nitrato como agente eatabl

livador da enrima sera discutido mals adiante.

Pelo menes o aspecto estritamsnte relacionado com &

disponibilidade de NADH para a redutass de nlirato Tica svidench
ado no ensaio in vivo da enzima, reslizado com molo de infilira-

cao contends glicosse. Fol observado gue & curva representativa
das variacoes da atividade da enzima na presenga do carboidrate
nao diferiv daquela obtida sem a hexose no meio de infiltracao
(Fig. 6). Por outro lade, os ensaios representados nas Figs. 74
e 70 mostraram gue a olicese pode ativar a redutase de nitrato em
condicoss de baixa disponibilidade de NADH decorrente da peroae
nencia da planta na ausencia de luz, durante 40 horas. A penstra
gan do garbeidrato nas células foi independente da idade do teci
‘do foliar. O aumento de disponibilidade de cofator reduzido, nos
tecidos nue haviam sido mantidos no sscuro, se deu, provavelments
atraves da oxidagdo do giimwxaldﬁﬁdu formado, pela reagso catali
zada pela enzima tricse {osfato desidrogenase {Klwpp&r?gﬁ alaeg
1971 ).

Fesses asgpecitos corroboram a ideia proposta anteriog
mente de que as variacgoes na atividade da redutase de nitrato in
vivo, nao estariam asssociadas com as variagbes na disponibilida-
de daquele cefator, durante o perfodo do desenvolvimento inveastl
gado.

Se, por um lado, a glicose pode ativar a tricse fog

fato desidrogenase, 0 nesmo parece nao ter ccorrido com tecido
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foliar submetido a infiltracio com malato (Figs. 74 & 78). Nao
seria razoavel admitir a ndo penetragio dessse composto para o ci
toplasma das células da folha, em se considerando gue a infiltra
cio foil realizada a vacuo, 8 o meio de infiltragio continha pro-
panol, cue proporcions um aumento da permeabllidade celular, ben
como uma diminuicio da tensao superficial do meioc de incubacio
{Jones e Sheard, 1976 ), Uma ﬁipﬁtﬂ&ﬁ a ser admiitida, seria a falia
de scoplamento entre 2 redutase de nitrato e a NADM-palato desi-
drogenase, Kiopper,et 8l,,1971 mostrarem que melato era o respon
gavel pela ativagae de apenas 10% da atividads da redutase de ni
trate, in vivo, em comparagido com hexoses, em plantas de metaboe
lismo “Cg“@ Meyra e Hageman,1876 ¢ 1978 sugerirsm que a redutase
de nitrato ¢ & NADW-malato desidrogsnase se acoplam eam plantas
de metaboleimo WQQ“@

Se, os resultados obtidos aug&r@mﬁ't@mbémg GQue ags va
riactes na otividade da redutase de nitrato durante o periodso do
desenvolvimento folier investigado pan estao associadas com  ag
variagoes na disponihilidads ds nitrato, os dados da Fige 3 moge

- - o # e » a N = i
tram que a atividade enzimatica in vivo, avaliada com nitrato neo

meio de infiltragao, foi mals elevada do que a determinada na Ay
séncia de nitrato &xﬁgﬁna@

fLase fato poderia estar relacionado com a estabilie
zagio parcial da redutase de nitrato induzida pelo substrato, 0

efeito do nitrato como agente estabilizador da redutase de nitra

to tem sido sugerido por diversos autores (Subrananian e Sorger,

-
\F
-}

2, Sorger,et al.,l974, Aslam & Oaks,1975 & 1976). Recentemen=-

#
te, Aslam,pltapl., 1978 verificaram gue Le-canavanina, um analogo

da arginina, tinha propriedade de aumentar a instabilidade da rg
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dutase de nitrato, processo este, reversivel na pressnca  de nile
trato, Hewitt, 1977 sugeriv gue agusle {on esteria relacionado com
a incorporagso de FAD em uma das sub-unidades da molécula da ene
Zima,

Us vesultados do experimento repressntades na Fig. 3
sugerem gue as concentracoes enddgenas de nitrato no tecido Foli
ar nao estao relacionadas com as variacies na atividade da enzi-
ma, pelo menos durante o perfode do desenvolvimento da folha con
siderado. tsse fato poderia ter como causa pxouéval uma comparti
mentalizacio daguele fon no interior do vaﬁﬁﬁlm, tornando«-o  nao
disponf{vel para a redutase de nitrato. Heimer & Filner,1971, pog
tularam que o nitrato metabolizavel {noy citoplasma) & o regpmﬂaé
velpelo processo de ativachio enrimatica, Dessa maneira, a infil-

"ﬁb :Ec.

&

gao do tecido Teliar com meio contendo nitrate poderie ter ay
. ™ ' i b N
mentado a concentragao daquele lon no sitio de redugac, proporci
onando um efelto positive no atividade da snzima avaliada in yie
MU
Hesultados ssmelhantes forem obtidos com relacio as
variagoes na atividade total (por folha) da redutase de nitrato
(Fig. 4). D ensaio sugere gue o padraoc descendente das variacoes
da atividade da redutase de nitrato, am termos de peso fresce de
* s & * ) @ 5 - 4 5
tecido, avalisda in wive (e ou in vitro}, verificado apos o pico
£ i e o ~ om - L
tde maxima redugao, ndo 5& associa a um efsita de diluigaoc da ati
vidade enzimatice devido ao auymento de volume das colulas da fo-
lha, durante seu crescimento.
"y & > - "
For outro lado, o acumulo de nitrato no tecido foe

liar em fungBo da dieinuigho da atividade da redutass de nitrato

r £ o 4 © .
apos o pico de maxima redugap, fTicou evidenciado no ensale onde
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as teores totais, © nao cw termos de peso fresco de tecido, fo-
ram determinados, Um efeitc de diluigao da concentragao de nitra
to, em face de um aumento do volume celular, poderia se associar

o

com o essa obhIervagac,

5.2, Ahsorcao de nitrato pelas folhas & o efeito na

atividade in vivo da redutase de nitrato.

0 cnuolo de obsorgie de {ons nltrato, atravos do pa
ciolo de folhas destacadas de tres idades diferentes (Fig. 20},
mostrou que o processo se ded passivamente, ums vezr nue a funcao
existente entre o acumule do nitrate no tecido ¢ a concentragao
do fon no meio externo foi linear.

0 menor acumulo de nitrato nas folhas com 7 e 13 dj
as de idade, em comparagi@o com o verificado na folha trifeolicla-
da de 4 dias, poderis residir numa menor taxa de transpiracan nos
tecidos mais velhos. A tronsformacio de Linesweaver-furk mostrouw
que as concen‘racoes de nitrate gue proporcionaram metade das vg
locidades meximas, cresceram exponencialmente com a idade do tew
cido folisr, Este Voto poderis ester assoclado com malor resig -
téncia ao transporte de nitrato, resultendo em concentragoes pro
porcionalmente menores nos tecidos mals velhos.

A sewmelonga existente entyre os valores das veloci -
dades raximas da redusac do nitrato pelas folhas poderia ter coe
mo causa a sintese da spzima ou a melhor estruturacio da protef-
na induzida oelo subtstrato transportade pars o clionlasma das mi
lulas {Shaper e foyer,1976-a e 1976-b), durente as 4 horas de

abgsorgao. Nicholas,et al,,1976~a ¢ 1976«b mostraram, em folhas



o
f’ ’e?

b # a - * . . e
de plentas de soja, gque a indugao maxima da atividade da reduta-
#
se de nitrato, in vivo, foi observada apos cerca oe 4 horas g

e -
inivio do processo de absorgac.
» # =
A semelhanca entre os valores das velocidades maxie-
» 3 - Ll - 5
mos comparada com os velores de atividade enzimatica avaliada na
¢ . ¢ ; .
presenca de caseins (Fige 11}, sugere gue o nivel de redutase de
- & -
nitrate deve permanecer constante durante o periodo da ontogene-
sg investigado,
5.3, fAspectos relaclonados com a instabilidade da

redutase de nitrato.

Us valores apresentados na Fig. 9 mostram que a ing

tabilidade da redutase de nifrato, in vitro, Vol proporcional &
N . s e

idade do tecido foliar & partiy do ponto de maxima stividade en-

zimatica, 0 asumento da instebhilidade dessa enzima tem sido verd-

ficado por outros autores {(Gaks,et al.,1972, Schrader,et al.,

1974),. £ aspecto poderin estar asssociado com fTatores respon-
siveia poy altcragies do atividade enzimatica (in sity o ou inwvi
tro).

Durante a fase do desenvolvimento en estudo, fol ve
rificado que a adigio de caseina no meic de extragBo da enzima,
cassa estabilizagao da atividade da redutase de nitrato em tecie
dos mais velhos (Fig, 10). Essa propriedade poderia estar associ
ada com o efeilto protetor da caseina sobre a acén de substancias
inibideras, ou com atividade proteclitica. Além disso, nao pode
ser descartada uma agao protetora da caseina contra a dissocia-

i - ¥ @ L o °
cao da envima em suas sub-unidades. Lgse Tenomeno seria irrever-



‘ e £ T S Py U,

ﬁfvel% pois a adigao de da proteina apos & exitragac da enzima nao
1 @ o @ " o # ¥ '}

tem efeito estabilizador da atividade enzimatica. Hesgsultados se-

melhantes foram obtidos por Schrader,et al.,l¥74 e Purvis e

chilor, 1976, utillzando olbusming de soro bovino no melo

cao da enzima,

Por outro lado, Carmelo e Violante,l1972

Tige

e gxhrae

mostraram

an Cyanidium caldarium, ums alga unicelular, qua a redutage de

nitrato poderia se apresentar em duas formas distintas, uma ati-

ya

de

ra

- C » Py e o o s el ” .I"“"%
£ putra ipativa. tosa ultima poderia ser ativada em condigoes

haixa temperatura (09C). Semelhantements, a presenca d

no meio de extragoo da enzima poderia ativar uma

va da redutase de nitreto, Esse fato poderia se associar com

maiores rmiveis de atividade observados quando a redutase de

oy

&
o Lasel

forma inatl

08

R

- ¢ vand - o4 e i s ) ;
ate Toi extrailda no presenga de caseina,. bm continuldade,os va

my

Tod

5]

ssbalango entre

acvoa oo abividade quuu{?iCa da vocimae podoriam

am Tormas

resultados

inativa o ativa da redutase

sumariados na Fig, 13, onde

residiy

PHadm

de nltra-

a5 taxas

!

de decaimento da atividade in vitre, em Tolbas de duass idades df
feraentes Turam comparades com aguelas provenlentss da misturas dos
dols tecidos, sugere gue o extrato obtido de tecidos mais novos

a0

Ve

LS

doeria oxorcey

efeito protator sobre a enzima de  tacidos

ithos, em relaclio acs fatores imativantes mencionados

mais

anteriore

Par outro lado, Balling,et al., 1972 mostraram que o©

£ . * bl P v “ P
uode proteina duranto a howmogeneizagao do tecldo poderiainduziz

maior eficiencia na extragdc da redutase de nitrato, especialmen

te em tecidos mais velbos, por prevenir ligacfes das

#
moleculas
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da proteipa com sedimentos membranposos de organelas que se Tompg
riam durante acusle tratamento.

Se, por um lado, 8 caseina poderia proporcionar uma
maior extracao da enzima, as variacoes na atividade da redutass
de nitrato durante o desenvolvimento da folha nio devem estar re
lacionados com @ maior ou menor Fecuperacac da snzima durante o
propare do extrato, uma vezr gue ficou evidenciado a axistencia de
uma Tuncao linear entre as atividades delerminadas in vivo e in
yitro.

For outro lado, as variacoes da atividade pzmﬁ&wiim
tiea do extrato enzimatico nfo se associam com as variagoes da a
tividade da redutase de nitrato, uwmea vez gue a atividade da pro-~
tpase apresentou um padrao decrescente, pelc menos ate o 9¢ dia
do desenvolvimento da folha, em concordancia comos nadroes apre-
sontados, tanto das variagoes do conteddo protiico, guanto das va
riagoes da atividade do redutase de nitrato (Fig, 19},

Anderson e Rowan,1985 verificaram, em Vfolhas de fTue
mo, que o atividade wxmﬁa&l{tiﬁa nfo era proporcional a4 igade do
teeido. Mais recentemente, Kannangara e Woolhouse, 1968, De Jong,

1972 e Chang, 1973, trabalhando respectivamente com Perilia Nico-

tiana e Phaseclus, mostraram uma diminuigdo na atividade de enzj

]

£ : ¥ . s
mas proteoliticas associada com a idade dos teclidos foliares,

P .- N . &, - P
Y oinfluencisa de enzimas proteoliticas na atividade

da redutasc de nitrato foi sugerida por diverscs autores (Uaslla-
ce,l974 o 1975, Wadan,et al., 1974, Pan o farsh,1972), Contrariaw
mente, Tischler,et a2l,,1978 nBo conseguiram associar a instabili
dade da redutass de nitrato com proteasey @ﬂp@@ffimaﬁ cuntondo
nrupes sulfideilos.

Ug resultados representados nas Fig. 14, 15 e 16,



sobre o efeito de temperaturs na atividade in witro da redutase
de nitrato, sugerem gue a instabilidade da enzima, em fungao da
idade da folha, nio se associa com as alteragbes na estruturagio
da prmteiﬁa, ums ver que as temperaturass que induziram modifica-
noes na mnlécula ndo se relacionaram com as ldades dos tecidos.
Este faoto dificultou, sobremanelira,uma verificagso guanto a  ums
nossivel participagan da coseina como sgente indutor da estrutu-
racac da enzima, uma vez que as temperaturas permanecsran inalte
radas sob o efeito da pxmimgmaa

Carmelo e Violante, 1972 mostraram que, en Lyanidiugm
caldarium, a redutase de nitrato apresentou alteragoes estrutu-
rais ap redor de 240C, enquanto Magelhaes, 1973, em folhas ds so-
ja, mostrou gue aguela enzima apresentava modificacoes ap redor
de 3600,

No presente trabalho foram detectadas, simultanea-
mente, dois valores de temperatura gue nap diferiram praticamen=-
te dos obitidos por agueles auvtores. Nos tecidos foliares com & e
9 dias de idade, apenas o maenor valoer fol observado, no tratamep
Lo sem a caseina, devido a atividedes extremaemente baixas encon
tradas a temperaturas acima de 369C,

Recentemente, Sherrard e Dalling, 1979, trabalhando
com enzima altaments purificada de folhas de trigo, mostraram &

existéncis do um ponto de inflexdo na relagze de Arrhenius au re

#

gor de R0

Os dades dog onerglay de atiwagﬂﬁ oo processo do i
nativacao da redutase de nitrato ndo permitiram uma interpretacds
razaavel cue pudesse relacionar o aumento verificado desse parbe-

metra com a idade da folha, Uma vez gue a instabilideade dessa en
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zima foi preporcional a idade da folha, seris de se esperar que
. - ~ - . 's
nes vaolores das energias de ativacgao daguele processo diminuissem

com e idade do tecido,



6. CONCLUSDES

A atividade da redutass de nitrato determinada in-

3 " “ # = - 3 * - -
vivo ou in vitro e maior em tecidos mals novos s diminul com o dg

[ P

senvilvimento da folha,

0 decréscimo da atividade enzimatica apés o ﬁaﬁégiw
de maxima reducho ¢ relativamente rapido e se inicia einda duran
te a fase do crescimento exponencial da Tolha.

Id # N s . .
Dentro do pericdo ontogenetico envestigado, a ativi

dade dessa enzima in vitro pode ser avaliada indiretamente atra-

# . " o~ . > >
ves dos valores obtidos na determinagac in vive contendo nitrato

dos
no meio de incubagde do tocido. Dessa forma, pelo mencs  durante
0 ﬁﬁrﬁﬁdm do desenvolvimento investigado, a avaliagao da ativida
de in vivo nao deve ser considerada como estritamente rTepresenta
tiva da rodugtio de nitrato in situ.

An variacues na atividade da redutase de nitraio du

3 [y

rante o desgnvolvimento da folbha trifoliclada deve se assoociar o

fatores de natureza da gz ima

. s £ ¢ L .
sroto prescente no sitio de reducao, presenca de aloum a

#

; Fig .
gente proteteor doa molecula do proteins, presente mos tecidos mee

nos dosenvolvidos,

hem come o guantidade de enzima ativa presen-
te na folha,

Por outre lado, a concentragao de nitrate presente
no tecido foliar n¥o pode ser considerado come um parametro rels

. o e gy e - o~ = . oy el e o & i s x £
clonado com a guantidade de substrato disponivel para o processo

&

ot e . A ..
de redugao e, portanto, nao e proporcional a atividade da redota

se de nitrato in situ.
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A presenga de casefna no meio de extragdo da red

sp cdp nitrato proporeioma alta atividade enzimatica durante prae

o 4 L] 4 .
ticamente todo o periodo ontogenetico dnvestigado.

X P & N s b
s, o efeito dessa proteina reside na ativagao e
uma forma inativa da redutase de nitrato, a atividade enzimatica

determinada in vitro na presenga de caseina seria artificiosa, no
sentido de que ela nao seria representativa da texa de redugio
in situ, uma vezr gue ay determinagoes in vivo lcom nitrato Fe
meio de incubagdo do tecido) se relaclonam de maneira dirveta,

Nesan caso, seoria conveniente admitir como represan
tativas da reducho de nitrato, in situy, as aveliagles desse prg
cesso realizadas in vivo, na auséncia de nitrate exogens, ou in
vitre, na auséncia de caseina.

Emiora tanha Ticado evidente, gue tecidos mals ve-
lhos nao devem conter aljum agente protetor da redutase de nitra
to, uma hipétese sohre & presenga dg substancias inibidoras nes.

sce tocidos, nao deove sey intelramente descartada,
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7. REGUMO

A atividade da enzima redutase de nitrato, determi-
nada in vive e in viiro fol investigada na primeira folha trifo-

lioclada de plantas de soja {Clycine max L. ferr.), durante um Le

£ F o » . . 2
riode cntogenetico compreendido entre o 27 e 13% dia apos @ emeg
gencia da laminae foliar.
# b * o3 3
A maxima taxa de redugac de nitrato fol observada a

# B £s * < i a 3
s 4 dias apos a emergencie da folha, atraves da avaliacac in owvi

vo { com e sem nitrato no peio de incubacio do tecido foliar), e

F + . . .
in vitro da atividade enzimatica. Us plcos de maxima atividade

‘ g = =l =1 . - e
corresponderam & cerca de 25,0 ufifD,.g “.h {(in vivo, ¢/ N&S)g
5 AL MLMD

-1 o |

15,0 ulil0s.¢ R (in vive s/ K04} e 11,0 ulikls.qg 7t {in wvi-

k;g)ﬁ

A lingeridade observada entre as atividades da redy

tase de nifrato determinades in vitro e in vive contendo  100mE
de nitrato no meio de incebagao do tecido foliar sugere GUE, P&
- £ . = *

lo menos durante o pericde do desenvolvimento investigado, as va

i

risgoes da atividade in vive nac sdo estritemente representatie
vas cas variacoes da redugdo de nitrato, in sity.

Dursnte o perficdo do desenvelvimento da folha compra
erdido entre o 4% o 139 dia ands a energencis da faolha, & concen
tragac de nitrato no tecido Toliar permaneceu constante e verca
de 60,0 uF@q“i, e nho se relacionou com as variacobes da ativida-
de da redutase de nitrato observadas rpesse mesmo pﬂff@dm@

0 padrén decrescente apresentado pelas variaces da

o - 3 # & I3 # v hnd
atividade da enzime apos o epstagio de maxiva taxa de redugao  de

o
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nitrateo foil observado tambem guando se avalioy o atividade total
° vﬁ
da enzima, bem como guando detersminada em termos de proteina,

A lirearidade entre as aveliacoes in vive e in vitro

i

sugere tambes gque as variagbes da atividade enzimatica nao devem
estar asscciadas com as variagoes da disponibilidade de nitrato
como sybstrato, bem como de cofater reduzido. Om concordancia
foi verificado gue as curvas representativas das variagdos da a-
tividade enzimatica, in vivo, guando determinada na presenca e na
ausencia de glicose, forem identicas.

se, @ redutase de nitrato pode se acoplar com a trip
se fosfato desidrogenase, o mesme parece nac fer ocorrido  em e
lagdo a MADH-malato desidrogenase,

A instanilidade da redutase de nitrata ol avaliada
en Tolhas com 3, 4, A, 10 ¢ 13 dias de idade, atraves da taxa de
decaimento determinada in vitro. Esses valores corresponderan reg

pectivamenta a 5 0k

, G,bh, U9, 0,70 o 0,7h. Hedutase de oltraty

,
extralda de folhas com 4 dias de idade (mm%égjw do maxima atiuvie-
dade anziméﬁiﬁ@) apresentou a menor instabilidade, quando compa-
rada com ps valores do decaimente da atividade enzimatica detere
minada er fTolhas mais velhas,

Fol verificado gue a presenca de 2% de caseina e
meio de extragas da redutase de nitrato tem o efeito de diminuir
a instabilidade do onzima, e manter alta atividade enzimatica dy
rante o pwrf&du do desenvolvimento do tecido compreendideo enfre
0 4% & o 13¢ dia apts a emergencia da folha.

0 efeito da casegna, seja sobre a instabilidade da

e o - W o ey - e g g f’ - h & . ®
redutase de nifrato, guanto sohre o nivel de atividade enzimati-

o . PR ' . N
ca noo fol verificedo no caso da proteina ser adicionada sompente
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T 1

no melo de reagan. Yesse caso, enzimas provenlientes de folhas com
5 e 11 diag de idade apresentaram taxas de decaimento respectiva
. ; - - - -~ . i -
mente iguals a 1,5h e U,6h na ausencia de caselna e 1,3h &8 0,6h
f
ne presenga da proteina.
- . . £
A taxa de decaimento da redutase de nitrato extrale-
da de umaz mistura de tecidos foliares com 4 e 9 dias de idads
Z2,%h) Tol semelhante aguela verificada em folhas de 4 dias{3,Bh
¥ ¥
sugerindo a existeéncia nos tecidos jovens de um sistema protetor
da enzima, contra agentes inibidorea,
- - » 3 k1
Um estudo termo-cinetico da redutase de nitrato reg
# o~ . g
lizado atraves da relagao de Arrhenlus, mostrou alteragbes estru
- # F . PR N P
turais na molecula da proteina raticamente identicas, sm funceo
¥ 3 ¥

. s

das idades dos tecidos foliares (4, 6 e 9 dias). Essas alteracies

)

corresponderam a temperaturas gue variaram entre 2390 a 25,480 g

85,790 & 38,290, Concomitantemente foi verificado gue a presenca

£ : s b e b e T A J .
de caseina no meio de extracgac da enzima nao teve efeito sohrees

BEH Qﬁf%ﬁﬁﬁrﬁﬁa

Foi tambim investigada & atividads prmtﬁmlitica tho
extrato enzimatico durante o desenvolvimento foliar, utilizando-
se hemoglohina como substrato. A maior atividade de protease foi

observads nos tecidos com 7 dias de idade, e correspondey a 7,5

. -~} -1 .. W £, - X .
ug Tri.g “.h 7. A atividade proteclitica diminuiu com a idade de
i

B

I & E . n . - P - i b
tecido ate o 9% dia apos @ emergencia da folha (0,3 ug fri.g {oh

3

A mbsorgéc de nitrate atraves dos peciolos de folhas
destacadas mostrou gue esse processo,em folhas com & dias de ida
de foi verca de duns vezes e sete vezes agueles apresentados por
folhas com 7 e 13 dias de idade , respectivanente.,

U efeito da absorgae de nitrato sobro a atividade
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#
in vive da redutase de nitrato, verificado atraves da trensforma

gao de Linewgawer-Turk, mastrou gue folhas com 4, 7 o 13 dias de

idade aprosentaram K iguais a 3,5, 5,0 & 27,0 ot de nitrate cop

& * il A ® » »
tido no melo de absorgan do tecido. 4s velocidedes maximas do pro

3 ® v i s i o 5
cesso foram praticamente identicas nas tres idades {(20,0uft de N,

gmzwhwl em folhas com 4 e 7 dias e 16,0ull de Nﬂg&gmi,hml em fo-

lhas com 13 dias de idade.
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8. SUMMARY

The in vivo and in vitre nitrate reductase activie
tis were determined during the ontogeny of the first trifoliolate
leaf of soybean,

The highest nitrate reductase activity (;ﬂ viveo and
in vitro) was observed on the 4th day after leaf gnergence. Ihe
maximum in vivo enzyme activities as determined with and without

\ . ; . . B S | ]
nitrate in the leaf incubation medium were Qaybu&mﬂzmg o it and

- o s pam 1 hd .}.. 5 = i 5 :
L5, 0ulibl,.g ~.h respectively, whereas the in vitro nitrate re-

- e

ductase activity was equivalent to 11,0 ulfiNO_.g ~.h™ 7,
’ ks

The linear correlation observed when in vitro actiuvl

ty was plotied against the in vivo nitrate reductass golivity
determined with 100 off of nitrate in the incubetion medium i

guests that the changes in the in vivo enzyme activity are not
strictly dependent on the rate of in situ nitrate reducticn. 1t

PSRN

s also apparent that the changes in nitrate reductase activity

(in vivo or in vitro) are not dependent on  substrate and Co-
Tactor availabilities., In addition, it was observed that the

changes in the in vivo enzyme activity determined with 100mN  of
glucose in the incubation medium were similar to those evaluated
without the hexose.

On other hand, it was demonstrated from an experi-
ment carried out to investigate the effect of glucose and mala-
te on the induction af the enzyme activity, in vivg, that nitra-
te reductase could be induced by the hexose, but not by malate,

This fact could he interpreted as a lack of couppling between the
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nitrate reductase and NADH-malate d@hydragﬁnéﬁﬁ ENZYMEs,

It was alsoc shown that, from the 4th day after leaf
emergence, the nitrate content of leaf blade (60,0 um.gwl) T emain
ed constant up to the 13th day, This fact could not  account for
the changss in niitrate reductase activity during the lzaf dew
velopment.

The mitrate reductase specific activity (ul ﬁﬁ;mmg

1wﬁmi}

ﬂrmﬁwinmlﬁhwl)? as well as the total activity (umwﬁgwlﬁaf"
showed similar pattern as those ohserved in vivo or in vitro.

The instability of the enzyme as evaluated by the in
vitro decay rate of enzyme activity were determined an the 3, 4,
6, 14 and 13th day after leaf emergence, and wers eguivalent to
Sy 8hy 4,60 0,890 O0,7h and U,7h respectively.

The enzyme extrected on the 4th day after leaf emer
gence showsd to ba 8 fold more stable than that extracted from
older tissues, In addition, it was demonstrated that the use of
39 casein in the nitrate reductase exiraction medium led to a low
degree of enzyme instadility, as well as a mantainance of a high
level of enzyme activity, from the 4th up to the 13th day after
leaf emergence.,

It was also observed that the inclusion of 3% cased
in the assay medium of the enzyme extracted from leaves with 5
and 11 deys failed to promote a high level of enzyme activity as
well os mantain the stability of the enzyme. The decay rates of
nitrate reductase as determined without razein ip  the agsay mg
dium, on the 5th and 11th day after leaf emergence were 1,5h and
b,6h respectively, whereas those determined in the presence of

the protein were 1,3h and 0,6h,



The decay rate of nitrate reductase activity ex-
tracted from mixture of tissues with different ages {4 and 9
days) were similar {(2,9h) to that obtained from *he younger ti
ssug (3,8h)}. This fact sugoeaste that leaf extracts from vyoung
tissues could protect the erzyme extracted from old ones, agalnat
inactivating anent {s) present in the older leaves,

The nitrate reductase temoerature kinetic studies
from leaves with 4, 6 and 9 days showed that the temperatures in
ducing structural changes in the enzyme molecule ranged from 2390
to 25,490 and from 38,720 to 38,2%C. The addition of 3% casein
in the enzyme extraction mudium did not alter these valuss,

The proteolytic activity of enzyme extracts during
the leal development was also investigated by using henoglobin as
substrate,

The highest protease activity was found on the 2nd

“i»hmi) declining up to the

day after leaf emergence (7,5ug Tri.g
Sth day (0,%ug Tri.go . ""3‘)w

The nitrate uptake by 4 day old excised leaves was 7
and 7 fold higher than that observed for 7 and 13 day old leaves,
respectively.

The effect of nitrate uptake on the in Yiveo nitrate
veductase activities of leaven with 4, 7 and 173 daye wne alno
investigated., The Km values as determined oy a Linsweaver - Burk
plot were 3,5, 8,0 and 27,0 wf of nitrate {concentration in the
incubation medium) respectively. The valuss for the nitrate re-
duction process detamined in 4, 7 and 13 day old leavea uwere & 0ul
valent (20, 0uff magﬂg”l@nwl on 4th and 7th day and 16, Cufl w@;@g“lﬂ

B on 13th day).



9. APENDICE

Solugae nutritivas

composTo ouivino min

1. C&{N03)2@4H76 5,0

2. KO, 5,0

3 MgS0, . 7H,0 2,0

4. KH,PO, 1,0

5. fQuelato de Ferro 0,1
6y H., 50, 0,026
7o MnCl,.4H,0 0,050
He ﬁﬁﬁa&u7ﬁzﬂ 0,016
9. CuSC,.54,0 0,002
10e Hlol, «H,0 0,003

6
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10, ABREVIATURAS

(o . 2 L . ' .
hicotinamida adenina dinucleotideo reduzi

doe

- . . Y F
Flavina adenina dinucleptiden.

Polivinilpirrolidona,

Etileno diamino tetra acetato (sodio)
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