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1. INTRODUCEO

A produtividade vegetal pode ser limitada.por varios fa
tores ambientais. Em plantas terrestres sao considerados mais im
portantes a radiagao luminosa, temperatura, disponibilidade
de nutrientes, g&s carbdnico, e de &agua (LARCHER, 1975 ;
LEOPOLD e KRIEDEMANN, 1975). As interagoes entre esses fa
tores,com relagao aos seus efeitos na produtividade vegetal, po
dem nem senpre ser lineares (TAMM, 1975), como, por exemplo, a
disponibilidade de gas carbdnico, que pode ser limitada por fal
ta de dgua em plantas terrestres (MOONEY e GULMON, 1979).

Normalmente, plantas aquaticas flutuantes se encontram
sob condig¢Ces Otimas em relagdo a disponibilidade de &gua e in
tensidade luminosa. Por isso, os fatores temperatura e disponibi
lidade de nutrientes, principalmente nitrogénio, sao os mais im
portantes na limitacao do crescimento nesses vegetais (BERRY e
BJORKMAN, 1980; CLARKSON e HANSON, 1980). Sendo assim, plantas
aquiticas flutuantes sdo sistemas possuidores de varias vanta-
gens para o estudo das interagoes entre temperatura, metabolismo
de nitrogénio e produtividade vegetal.

0 aguapé & uma planta aquatica flutuante pertencente
i familia Pontederiaceae (PENFOUND e EARLE, 1948). Ela & conside
rada como sendo nativa da Amazdnia, mas foi distribuida pelo mun
do devido a beleza ornamentai de suas flores. -Atualmente -ela &
encontrada em quase todos os paises da América Latina e América
Central, ocorrendo em climas tropical e sub-tropical (PENFOUND e
EARLE, 1948). Devido & sua alta produtividade bioldgica o aguapé
pode infestar cursos d'égﬁa e reservatdrios, causando  proble
~ mas para sua utilizagﬁo. Entretanto, em seu ambiente natural, a
América do Sul, o aguapé& nao & necessa?iamente prejudicial, pois
insetos, virilis e outros inimigos naturais podem controlar seu
crescimento (RADY, 1979). Em alguns palses ela representa um prg.

blema serissimo (HOLM et al., 1969) e,nestas regiaesla aplicacao



de herbicidas tem sido amplamente utilizada (HILDEBRAND, 1946).
Mais recentemente, o aproveitamento econdmico do aguapé
tem sido muito discutido, e as  pesquisas demonstraram
sua utilizagao como fertilizante para o solo (PARRA e HORTENSTI
NE, 1974, 1976) e alimento para a dieta de peixes (LIANG e LOWELL,
1971). Varios trabalhos tem sugerido que o aguapé  pode ser
.usado como agente despoluidor de lagos e lagoas pela remogao de
fenbis (WOLVERTON e MCKNOWN, 1976)}diphenamida (BINGHAM e SHA
VER, 1971, 1977),metais pesados como zinco, manganes , cobre
(JOHNSON e SHEEHAN, 1977) e merciirio (DINGES, 1976, 1978),presen

tes nos efluxos industriais ou domésticos, prejudicando a quali-

dade da agua.

A remogao de nitrogénio e fdsforo pelo aguapé foi estu
dada por GOSSET e NORRIS (1971), BOYD (1976), BOYD e SCARSBROOK
(1975), DINGES (1976) e WOLVERTON e MCDONALD (1978). Sob condigoes
favoraveis, cada hectare de aguapé pode remover de um efluente
poluido 22-24 Kg de nitrogénio, a mesma quantidade de potéssio ,
18-34 Kg de sddio, 11-22 Kg de calcio, 8-17 Kg de fosforo e 2-4
~ Kg de magnésio por dia (RADY, 1979).

Com relacao 3 sua produtividade bioldgica foram  regis
trados valores de matéria seca de 146 Kg ha . diaml, segundo PEN
FOUND e EARLE (1948), ou de 194 Kg ha 1 . dia_l,‘de acordo  com
BOYD (1976).

Considerando a importancia econdmica potencial do agua
pé com fontelalternativa de energia-proveniente de sua grande
bionassa e como alimento animal, além de sua capacidade despolui
dora de lagos e cursos d'ééua, o estudo dos fatores limitantes
do crescimento desta espécie se justifica, principélmente em
ecossistemas tropicais, regices de origem do aguapé.

_Dentre os fatores limitantes do crescimento dos vege
tais, a disponibilidade de nitrogénio pode ser considerado como
um dos principais, uma vez que‘as plantas tem as-atividades meta
bdlicas diminuidas sob concentracgoes sub-dtimas deste nutriente

(INGESTAD e LUND, 1979). O nitrogénio & componente fundamental



de muitos processos fisioldgicos das'plantas,tais como sintese
de proteinas, nucleotideqs de piridinas, acidos nucleicos, etc.
(ALEEM, 1970).

Baseado em andlises aproximadas, GALSTON (1961) estimou
que numa escala mundial 10x109 toneladas de nitrogénic sao anual
mente incorporadas &s plantas. Grande quantidade de nitrogénio
presente nos vegetais & derivada do pfocesso de assimilagao do
nitrato ou aménia (BEEVERS e HAGEMAN, 1980). Aparte as espécies
gue possuem associag¢ao simbidtica com bactérias fixadoras, a
maior quantidade dc nitrogénio organico & originado da reducido

enzimatica do nitrato nos tecidos. Para a maioria das plantas

econdmicas, sob condigoes normais de campo, o anion nitrato & a
forma predominante de nitrogénio disponivel no solo. (BEEVERS e
HAGEMAN, 1969). Embora grandes quantidades de fertilizantes amo
niacais sejam correntemente utilizados, a amdnia sofre processo
de oxidacao para nitrato pelos microorganismos nitrificadores no
solo (BEEVERS e HAGEMAN, 1980). Tanto na agua-doce, como na agua
do mar, o nitrogénio & encontrado na forma de nitrato, nitrito e
amonia, sendc que o primeiro representa a forma idnica mais a-
bundante (SERRA et al., 1978).

A assimilagao do nitrato inclue processcs redutores e
nao redutores na conversao do N-nitrato para N-amido, e o esquema

abaixo ilustra essa seqiéncia de reagoes (SCHRADER e THOMAS,1981)

NOg" MR nop- NIR nugt GLUTAMINA __ GOGAT _ gLutAaMaTO

2e" Ge ATP 2e”
+oa-KG
A enzima responsavel pelo inicio desse proces

so & a Redutase de Nitrato (E.C., 1.6.6.1.). O produto dessa pri

meira reagao, o nitrito, e a seguir reduzido, pela Redutase de



Nitrito, produzindo aménia a qual, combinando-se com os esquele
tos de carbono, resulta na produgao de amino Acidos que, poste-
riormente entrarao na composigao de proteinas (SCHRAbER e THO-
. MAS, 1981).

0 nitrato pode ser reduzido nas folhas e raizes  das
plantas, mas a eficiéncia relativa desses processos varia entre
as espécies e com fatores ambientaisl(MAGALHKES, 1975).

Outro fator limitante no crescimento e desenvolvimento
das plantas & a temperatura. A temperatura afeta, primordialmen
te, as'reagaes quimicas catalizadas por enzimas. Dentro de cer
tos limites, a velocidade das reagoes aumenta com a temperatura
até um valor acima do qual as enzimas envolvidas poderao sofrer
inibigao ou, dependendo das condigaes, induzir desnaturagéo (LEN
NINGHER, 1977).

O efeito da temperatura sobre a atividade da Redutase
de Nitraﬁo tem sido estudada in vivo e 4Lin Qitno, em varias espé
cies e em varios tecidos das plantas e entre seus Orgaos. Tempe
raturas aitas, provavelmente responséﬁeis pela inibicao da ativi
dade da enzima Redutase de Nitrato, foram estudadas por MAGA~
LHAES et al., (1976). Por outro lado, ONWEME et al., (1971) ve
rificaram que temperaturas baixas no periodo de escuro protege-
ram a enzima contra a.inativagao. |

A temperatura do meio radicular pode afetar o crescimen
to dos vegetais através da alterag@o nas taxas de absorgao de nu
trientes e produgao e transiocagéo dos -hormdénios reguladores do
crescimento (WATTS, 1972).

Considerando que a enzima Redutase de Nitrato cataliza
uma importante reacdao do aproveitamento do nitrogénio mineral
durante sua transformagao em nitrogénio organico, e que sua ati-
vidade & fortemente modulada por fatores ambientais e da propria
planta, este parametro fiéiolégico foi prioritariamente: utiliza
do para a avaliagao do comportamento da planta sob influéncia

das temperaturas do ar e da agua.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Descrigao do Processo de Redugac do Nitrato

A redugao do nitrato nas plantas clorofiladas & catali-
zada pela enzima Redutase de Nitrato (E.C. 1.6.6.1.), que & uma
molibdenoflavoproteina, a primeira enzima que atua no sistema de
incorporagac do nitrogénio mineral em compostos organicos nitro
genados (KUC et al., 1980). Essa enzima tem sido encontrada em

algas, fungos e plantas supetiores(HEWITT, 1975), sendo que nes

tas, sua presenca foi verificada na maioria dos tecidos, incluin
do folhas, raizes, embrices, escutelo e células de aleurona (BEE
VERS e HAGEMAN, 1969).

A redutase de Nitrato é‘regulada e induzida por seu
substrato, o nitrato,e a auséncia deste pode ser um dos fatores
limifantes da sua atividade.

A enzima & prontamente induzida pelo nitrato em camadas
. de aleurona (FERRARI e VARNER, 1970},  folhas de cevada {(BJERANO
e LIPS, 1973; ASLAM et al., 1976), tecidos de milho (SCHRADER et
al., 1968; STEVENS e OAKS, 1973; ASLAM e OAKS, ;975) plantulas
de arroz (SHEN, 1972) e  cotilédones de abobora = ( .JONES e
SHEARD, 1975). |

o Estudos com inibidores da sintese de proteinas e acidos
‘nucleicos indicaram que o nitraté induz a-sinteée da-enzima ,
ao invés de ativar algqum precursor inerte (BEEVERS e HAGEMAN ,
1969; SMITH e THOMPSON, 1971; ZIELKE e FILNER, 1971; JONES et
al., 1978; CARELLI e MAGALHAES, 1981). |

A ciclagem da Redutase de Nitrato, em resposta & adicao de nitra
to, foi constatada em raizes de milho pqr'smmmNSeaCmKS (1973) que
dxwhﬂxamﬂque a enzima & formada e degradada simultaneamente na
presenga de RNA-mensageiro (OAKS et al., 1972). Por sua vez, a

adicao de inibidores de RNA e sintese protéica inibem o aumento

da atividade da Redutase de Nitrato induzida pelo substrato (CLE



MENTS et al., (1978).

A Redutase de Nitrato, em linhagens de Neurospeora, pos-
sue mecanismos de auto—regulagao, sendo sintetizada constituiti-
‘vamente & niveis baixos na auséncia de nitrato, e induzida a ni
vels mais altos na sua presenga {(NOTTON et al., 1974, citado por
BEEVERS e HAGEMAN, 1980). O fluxo continuo de nitrato através da
corrente transpiratdria & necessdrio para a ocorréncia do proces
so de indugao e formagao da enzima na folha (BEEVERS et al. ,
1965; JACKSON et al., 1973; NEYRA e HAGEMAN, 1975; SHANER e
BOYER, 1976a).

A absorgao de nitrato pelas raizes segue a cinética de

Michaelis~Menten. Em raizes de milho, os valores de Km para o

processo de absorgdo variam ente 0,2 e 0,8 m mol. litro_l

(HEI-
MER e FILNER, 1971).

A absorcao de nitrato através de dois sistemas, um apre
sentando alta afinidade pelo ion (0 - 0,5M) e outro baixa afini-
dade ( > O;SM), foram demonstrados em Arabidopsis thalia  por
DODDEMA e TELKAMP (1979). Em plantulas de cevada, foi verificado
gue a absorgao de nitrato também poderia operar com dois mecanis
mos diferentes, um em baixa concentragao (0,05 a 0,5 mM) e outro
acima de 0,5 mM de nitrato (RAO e RAINS, l97§a).

A absorgac do nitrato dependente de sistemas de 'permea
ses' induzidas pelo nitrato, foram éemonstradas em trigo, milbho
e cevada (JACKSON et al.,1973; NEYRA e HAGEMAN, 1975; ASHLEY et
al., 1975; CHANTAROTWONG et al., 1976; RAO e RAINS, 1976a).

A existéncia de niveis diferentes de nitrato para o]
6timo.de indugao da Redutase de Nitrato entre as espécies, indi
cam que existe, provavelmente, uma diferenc¢a no processo de ab-~
sorgcao nas diferentes plantas (BEEVERS et al., 1965).

A relagao entre a concentragao do nitrato e a atividade
da enzima foi verificada em raizes de ﬁilho por STEVENS e OAKS
(1973). Com relagao a idade da raiz, aqueles autores  demonstra

ram que, no apice, a atividade aumentou em concentragaes entre O

e 10 mM de nitrato, porém, em secgoes mais maduras, o processo de in-

dugao da enzima nao saturou em concentragoes de nitrato at® 100 mM.



0 nitrato precisg ser transportado do compartimento ar
- mazenador para o sitio metabdlico, uma vez que o influxo do ion
para o sitio de indugao & o fator principal que controla os ni-
veis da atividade da enzima (BEEVERS et al., 1965).

Com relagao ao tempo de inducgao, foi constatado que a
atividade enzimatica cresce linearmente com o tempo, éhegando a
seu maximo apés 3 ou 4 horas em raizes de milho (STEVENS e OAKS,
1973), plantulas de milho (JACKSON et al., 1973) e trigo (JACK
SON et al., 1976). Em feijoes andes, a inducado da atividade da
enzima {n vivo ocorre durante as primeiras 6 horas (BRETELER et
al., 1979). A existéncia de um padrao de indugdo da  atividade
da enzima, constituido de uma fase "de espera" seguida de taxas
- crescentes, foi demonstrado por HEIMER e FILNER (1971); JACKSON
et al., (1972); OAKS et al., (1972); JACKSON et al., . (1973) ;
'STEVENS e ORKS (1973); ASHLEY et al., (1975); NEYRA e HAGEMAN

(1975); JACKSON et i—g., (1976) e RAO e RAINS (1976b).

Considerando a emergia necessaria para a absorgao do ni
trato, foi verificado que um mecanismo regulador da absorgaoc ati
va de ions poderia estar associado ao transporte de aglicares pa
ra as raizes (MINOTTI e JACKSON, 1970; PITMAN et al., 1971; JACK
SON et al., 1976). HANSEN (1980) sugeriu gue a oxidagio de
carboidratos, ou.a atividade respiratdria nas ralizes, estid asso-
ciado com a absorgdo de nitrato. SAHULKA e LISA (1978) = verifi-
caram que os acglicares fornecem energia para o transporte de ni
trato'para as células e mesmo dentro da célula.

Em plantulas de cevada, usando-se antimetabolitos, foi
verificado que o ATP e outros intermedidrios ricos em energia sao
responsaveis pela absorcao de ions (RAO e RAINS, 1976a). Provavel
mente pelos mesmos motivos a taxa de transporte do nitrato e a
-atividade da enzima Redutase de Nitrato s3o aumentadas pela adi
¢ao de glicose e sacarose (ASLAM e OAKS, 1975).

Em raizes destacadas de feijao anao a absorg¢ao do nitra
to foi semelhante as raizes intactas, demonstrando que a  absor

gac & um processo determinado pela fisiologia do tecido (BRETE-



LER et al., 1979}). Resultados semelhantes foram obtidos por NEY-

RA e HAGEMAN (1975) com segmentos de ralzes destacadas de milho,
2.2, Distribuig&o da enzima Redutase de Nitrato
2.2.1. Localizagao intracelular

Apesar da controvérsia com respeito a localizagao in-
tracelular da Redutase de Nitrato, estudos com ralzes tem demons
trado a preseng¢a da enzima na fracao solivel dos extratos (MI-

FLIN, 1967; RITTENOUR, 1967; TRAVIS et al., 1969; HEWITT, et al.,

1976; EMES e FOWLER, 1979a e SUZUKI, 198l).

MIFLIN (1970) verificou gue a Redutase de Nitrato esta-
va localizada em 2 sistemas diferentes, uma parte na fragéo solg
vel, e outra ligada & organelas.

DALLING et al., (1972), trabalhando com raizes de tri
go, verificaram que 15% da enzima estava distribuida em proto-
plastideoé e o restante presente no sébrenadante, representado
pelo citossol. SCHRADER et al., (1968) observaram que a Redutaée
de Nitrato estava localizada no citoplasma das folhas de milho ,
espinafre e Ghonphrena globosa, e MAGALHAES et al., (1974) conclul
ram gque a enzima estava concentrada principélmente na fragao so
liivel dos extratos de folhas de soja.

| Em milho, uma planta C4, NEYRA e HAGEMAN (1978) verifi
caram gue a Redutase de‘Nitréto estava'presente no citoplasma

das células do mesd6filo.
2.2.2. Distribuic¢ac organografica

A distribuicao da Redutase de Nitrato tem sido estudada
em quase todos os Orgaos é tecidos das‘plantas, em diferentes fa
ses ontogenéticas. Em ralzes de Xanth{ium, PATE, {1973) concluiu
pela auséncia da enzima devido ao fato que 95% do nitrogénio to

tal do xilema encontrava-se na forma de nitrato e que nao foi en



contrada atividade da enzima naguele drgdao. Aquele mesmo autor,
trabalhando com ervilha e Lupinus, verificou que a maioria do.ni
trato era reduzido nas raizes dessas espécies. A atividade da Re
dutase de Nitrato foi encontrada em raizes de trigo (MINOTTI et
al., 1968), maga (FRITH, 1974), cevada (LEE, 1978), camadas de
aleurona de sementes de cevada (FERRARI e VARNER, 1976)- e _fumo
(FERRARI et al., 1973).

Em plantas de couve-flor, milho, soja e cana de agi-
car, 10 a 30% da atividade total de Redutase de Nitrato na plan
ta foi encontrada nas raizes (BEEVERS e HAGEMAN, 1969).

Os varios estudos tem indicado que, nas plantas superio

res, a maior parte do nitrato & reduzida nas folhas, exceto na-
fase de plantula (BEEVERS e HAGEMAN, 1969). |

SRIVASTAVA f1975) verificou que, em plantulas de feijao
em fase inicial de desenvolvimento, a atividade da Redutase de
Nitrato nas folhas e ralzes aumentou, engquanto que permaneceu
constante no caule. A atividade nas folhas sempfe foi mais alta
do que nos outros Orgacs, sendo que o mesmo padrao foi verifica
do em trigo (BLEVINS et al., 1978) e girassol (KAISER e LEWIS,
1980). A enzima também foi encontrada em cotilé&dones de soja
(CARELLI e MAGALHAES, 1981). |

Em plantulas de trigo, POKHRIVAL et al., (1980) wverifi
caram qﬁe a atividade da enzima nas raizes diminuiu com o decor-
rer do desenvolvimento das primeiras folhas.

WALLACE (1973) demonstrou a existéncia de 20% da Redu
tase de Nitrato na raiz de milho, sendo que a maior parte da ati
vidade foi encontrada na folha e,antes da expansac foliar, pre

sente no escutelo.

2.3. Efeito da Temperatura sobre o Processo de Redugao de Nitra

to

A temperatura exerce um papel muito importante no meta

bolismo de nitrogénio, uma vez gque afeta sensivelmente os pro



cessos de absorgdo e redugado de nitrato (HALLMARK e HUFFAKER,
1978).

Temperaturas extremas inibem a atividade da Redutase
de Nitrato em diferentes graus nas varias espécies (SCHRADER et
al., 1968; ALOFE et al., 1973; MAGALHAES et al., 1974; AMOS e
SCHOLL, 1977).

Um efeito primarioc da temperatura sobre a assimilagao
do nitrogénio & exercido nc processo de absorcao do nitrato, que
apresenta, em plantulas de milho, valores de QlO de 2,74 em tempe
raturas entre 20 e 30°C (EZETA e JACKSON, 1975). Os mesmos auto
res verificaram que o valor de Qlo para o processo de reducao do
nitrato in vivo foi de 2,38. Em sorgo, a redugao do nitrato foi
maior 3 temperaturas mais altas, tendo sido observados valores de
QlO para absorgao de 1,99 e de 2,15 para o processo de redugéo
entre 15 e 25°C (HALLMARK e HUFFAKER, 1978). Em plantas de alfa
ce, foi verificado que temperaturas no ambiente das raizes afeta
va a absorcao do nitrato, e que o aumento era proporcional a eleva
cao da temperatura do ar e da raiz no intervalo entre 8 e 23%
(FROTA e TUCKER, 1972), Também em folhas de sorgo ocorreu um au
mento das taxas de absorgaoc do nitrato com o aumento da tempera
tura (HALLMARK e HUFFAKER, 1978).

CLARKSON et al., (1974) demonstraram que plantas desta
cadas de cevada, crescidas a 2000, eram induzidas para absorver
jons mais rapidamente do gque quando éultivadas “por.. um ou mais
dias a 8°c.

BASSIONI (1971), usando ralzes de cevada, observou um
aumento na absorgao do nitrato quando a temperatura variou de 5
a 35°C, e sugeriu o envolvimento de transportadoreé idnicos no
processo de entrada do nitrato nas células.

"Em apices de plantas de milho, MORAGHAM e PORTER (1975)
observaram um aumento na concentragao de nitrato com aumento da
temperatura. Por outro lado, altas temperaturas durante o cresci
mento podem inibir a atividade da Redutase de Nitrato. Plantulas

de milho crescidas em regimes de temperatura diurna e noturna



de 2000/15°C; 25°C/20°C e BOOC/ZSOC, rostraram um efeito negati
vo sobre a atividade da Redutase de Nitrato associado aos incre-
mentos da temperatura, ocorrendo, paralelamente, um aclimulo de
.nitrato nos tecidos (YOUNIS et al., 1965).

| SCHRADER et al., (1968) verificaram uma diminuigéoA na
atividade da Redutase de Nitrato em laminas foliares de milho em
temperaturas de 29OC/18°C, em compaxég&o com temperaturas de
24°c/13% ou 18%c/7%. |

Estudos com hibridos de milho, em regimes de temperatu
ra de 35°c/25°C e 40°c/28°C, mostraram uma reducdo de 35% na ati
vidade enzimdtica em temperaturas mais altas e pouca variabilida
de genética para a estabilidade da enzima associada & 'temperatp__
ra {AMOS e SCHOOL, 1977).

Em gendtipos de milho, témperaturas noturnas de 35°¢ e
diurnas dé 24, 16 e 70C, induziram uma diminuicao da atividade
enzimdtica nas temperaturas noturnas mais altas (ALOFE et al.,
1973). |

A perda da atividade enzimética Ain vivo nas folhas de
soja foi mais acentuada em temperaturas de 40°¢ do gque a 20°C
(NICHOLAS et al., 1976a). O efeito da temperatura sobre a ati
vidade da Redutase de Nitrato in vivo e 4in vitro em seis  linha
gens puras de milho, foi estudada por PAL et al., (1976) , no intervalo de
30 a 40°C. Os resultados obtidos revelaram que a enzima das linha
gens susceptiveis a temperatura elevada era mais termolabil do
que nas linhagens tolerantes; Ocorreu perda da atividade enzimati
ca a 4500, independentemente do gendtipo e da idade da pléantula.

BENZIONI e HEIMER (1977) demonstraram o efeito da tempe
ratura na atividade da Redutase de Nitrato {in vive nas folhas de
cevada, no intervalo de 5 a 60°C. Acima de 20°C, houve um esti
mulo na atividade da enzima, que atingiu seu nAXimo na temperatu
ra de 45°C. Acima deste vélor ocorreu dﬁmﬂnﬁgéo na étividade, e
os autores sugeriram a alteragao da relagao de enzima ativa versus
inativa como um possivel efeito causado pela alta temperatura .

A proposta da existéncia de duas formas interconversiveis da en



zima em plantas superiores foi também sugerida por WALLACE (1975).

Plantas de soja expostas por 12 horas a temperaturas
de 30, 40 e 45°C mostraram uma inibigao progressiva na atividade
- da Redutase de Nitrato nas temperaturas mais altas, ocorrendo ,
paralelamente, uma diminuigao do contelido do nitrato foliar. Pos
sivelmente a temperatura alta de 450C provocou uma diminuicaoc da
absorg¢ao idnica e do transporte do nitrato para os sitios de re
dugao, ao mesmo tempo que causou a desnaturagio irreversivel da
enzima (MAGALHAES e HAGEMAN, 1978).

Além do efeito das temperaturas altas, tambdm tem sido
demonstrado que temperaturas baixas afetam o processo de assimi-
lagao de nitrogénio em varias plantas.

A absorgao do nitrato pelas ralzes & normalmente reduzi
da sob efeito de temperaturas baixas, principalmente nos perio-
dos mais frios que.antecedem o inverno (WILLIAMS e VLAMIS, 1962
citado por MORAGHAN e PORTER, 1975), o que poderia explicar as
deficiéncias de nitrogénio encontradas no campo que se eviden
ciam naquelas &pocas do ano (MORAGHAN e PORTER, 1975).

A temperatura radicular pode afetar o crescimento dos
vegetais através de uma alteragdo nas taxas de absorgdo de nu
trientes e fluxo de agua, bem como na produg&o e translocagao de
reguladores de crescimento (WATTS, 1972).

~ Em céreais,;xm exemplo, a ébsorgéo de nitrato & depen
dente da atividade das permeases, que podem ser afetadas por tem
peraturas sub-Otimas (JACKSON et al., 1972; 1973).

NEYRA e HAGEMAN (1975) verificaram, em raizes destaca
das de milho, gue a absorgao do nitrato & marcadamente inibida
por temperaturas mais baixas.

A baixa taxa de absorgao de Ions nitrato em températu-
ras baixas pode ser devido & uma mudanga fisica na conformagao
da membrana celular (CLARKSON e WARNER; 1979).

SHANER e  BOYER (l976a) constataram que o es
friamento  prolongado das ralzes resultou numa diminuicao do

fluxo de nitrato, com o conseqﬁente decréscimo da atividade da



enzima Redutase de Nitrato nas folhas.

OSMOND e RAPER (1981) estudaram o efeito de temperatu-
ras radiculares e das partes aéreas no crescimento e acumulacio
do nitrogénio em plantas de tabaco, sendo que as temperaturas no
ambiente das raizes tiveram um efeito muito mais prbnunciado no
crescimento das plantas do gque as temperaturas do ar e/ocu concen
tragao do nitrato. O peso seco da planta, Area foliar e compfi—
mento do caule foi menor a temperaturas radiculares de 16°%¢ do
que 24 ou 32%.

MAGALHAES (1977) constatou o efeito da temperatura das

raizes na redugao do nitrato em soja, sendo que a atividadé da

enzima Redutase de Nitrato foi mdxima com temperatura radicular
de 30°C e diminuida a 25°C. Concluiu-se que temperatura das rai
zes proximas e do ar induzem a atividade mixima da enzima.

A taxa de absorcao de ions nitrato em aveia e centeio
foi 20% mais baixa a temperatura de 25% do que a 300C, nao ha-
vendo praticamente absorcgao entre 5 e 15°C (CHEN e RIES, 1969).
Por outro lado, também foi verificado que temperaturas mais bai
xas nas raizes do gue nos caules podem, as vezes, favorecer a
atividade da Redutase de Nitrato.

Em extratos de raizes de cevada, o flgxo de amino aci-
dos, nitrato e potassio para o xilema, e a atividade de Redutase
de Nitrato, foi 3 vezes mais mais intensa quando a temperatua das
raizes era 10°C abaixo da temperaturé das partes aereas do caule
(CLARKSON, 1976). 0 autor sugeriu qﬁe uma adaptagéb para ambien-
tes radiculares mais frios‘pode ser devido a um aumento do nime
ro de transportadores idnicos.

SAHULKA e LISA (1979) verificaram a influéncia da tempe
ratura de cultivo em raizes isoladas de ervilha, e demonstraram
que os efeitos da temperatura saoc mais marcantes naé raizes cul
tivadas em auséncia da sacarose. DRUMOND et al., (1980) verifica
ram, em‘raizes de cevada tratadas a lOOC, que o fluxo de K+, ni
trato e amino Acidos no xilema foi maior do que em ralzes cresci

das a 20°C. A atividade da Redutase de Nitrato in vivo e in vi



tro foi maior sob as condigodes acima descritas. Paralelamente foi
encontrada uma quantidade maior de malato nos tecidos de raizes
resfriadas, que seria resultante de uma maior diminuicao da uti
- lizagao metabdlica do malato do que seu envio via floema.

Estudos sobre o efeito da temperatura na  translocagao
de compostos organicos tem indicado gue a diminugdo ou aumento
da temperatura da planta, ou de um 6fg§0 particular, tais como
raizes ou folhas, causa uma mudanga no padrao geral do transporte
 de substancias orgadnicas, dos sitios de producdo para os sitios
de consumo de metabdlitos. Por exemplo, a diminuigao da tempera
tura ao redor das raizes leva a uma alteragao na translocagado de
compostos produzidos pela atividade assimilatdoria (LANGRIDGE e
MACWILLIAM, 1967).

FUJIWARA e SUZUKI (1961), citado por LANGRIDGE e MCWIL~
LIAM (1967), demonstraram que a taxa de translocacao em cevada
atingiu seu maximo quando os apices das plantas foram mantidos

a uma temperatura Otima para a respiragéo.
2.4. Variabilidade Genética da Redutase de Nitrato

A atividade da enzima esta sujeita a efeitos de varios
génes. Varios autores tem procurado, através de selegao, identi
ficar fatores genéticos que promovém o aumento na eficiéncia de
redugao do nitrato em trigo (AUSTIN et al., 1978) e outros ce-
reais (BEEVERS e HAGEMAN, 1580).

A variagao sazonal da atividade da Redutase de Nitrato
in vitro estd bem correlacionada com a predutividade e o conteil
do total de nitrogénio em diferentes gendtipos de trigo ( ELRICH
e HAGEMAN, 1973) e entre variedades de couve-flor (CROY, 1967 ci
tado em BEEVERS e HAGEMAN, 1980).

CHEVALIER e SCHRADER (1977) Qerificaram , em milho, que
os gendtipos estudados variavam na sua habilidade de absorver
nitrato, reduzi-lo e transportd-lo para as diferentes partes do

vegetal. A concentragao da Redutase de Nitrato em caules e lami



nas foliares foi mais alta em plantas retro-cruzadas do que em
hibridos. Os autores sugerem que gendtipos capazes de utilizar
mais eficientemente o nitrogénio absorvido sdo desejaveis, pois
o nitrato acumulado nas partes vegetais, e lixiviados para o e}
lo, poderiam ser fonte poluidora de nitrato.

Uma vez que o nitrato & a forma principal de nitrogénio
disponivel para as plantas sob condigoes de campo, a possibili&g
de de incluir a atividade da Redutase de Nitrato em programas de
selegdo de variedades superiores em relagao a utilizacdo de nu
trientes, tem sidc muito enfatizada (ROSARIC e SOOKSATHAN,1977).

AUSTIN et al., (1978} sugerem que uma selegdo para al
ta atividade da Redutase de Nitrato poderia ser usada para reve
lar gendtipos capazes de sintetizar guantidades maiores de pro
teina e outros compostos reduzidos de nitrogénio e que a partir
de tais gendtipos seria possivel a obtencao de tipos fornecedo-
res de uma alta producao de graos com alto conteddo proteico. O
mesmo autor, em 1976 mostrou que a quantidade de nitrato produzi
do por planta, estava relacionado com a variagaoc genética gue

governa a produgao de mat@ria seca entre gendtipos de trigo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Plantas adultas de aguapé foram coletadas em uma repre
sa no municipio de Americana, SP. e a seguir foram colocadas num
reservatdrio com agua. O aguapé se reproduz através da emissao
de estoldes e expansao de gemas axilares, seguida do alongamento
do peciolo. As plantas usadas nos experimentos foram todas origi
narias de uma gerag¢ao parental uniforme, reproduzida vegetativa
mente nas condigoes ja descritas. Os exemplares dal provenientes
foram transferidos para recipientes com 10 litros de capacidade,
com solugao nutritiva de HOAGLAND 0,5N e colocados em casa de

vegetacao. A composicao da solugao é:

Macronutrientes i Concentragao
mg/1

Ca{NO3), 4H20 590

KNO, . 253 -

Mg SO,, 7H,O0 246

K'HZ PO4 68 .

Fe §0,, 7H,0 12,5

EDTA : ' le,6

Micronutrientes o Concentracao
mg/l

H3 BO3 ' 1.43

MnClz, 4H20 ' 0.95

H2MO, O4H20 ' 0.01

z SO,, TH,0 ©0.11

Cus0,, 5H,0 ‘ ~ 0.04

As plantas foram colocadas em camara de crescimento, 48
horas antes do inicio da determinacaoc da atividade enzimitica, com

' o
fotoperiodo de 12 horas, temperatura diurna de 25°C e noturna de



Lol

20°c. A intensidade luminosa foi fornecida por oito pares de 1am

padas fluorescentes de 80 watts cada, totalizando 184 UE.m_z.S-%

de energia medida no altura do topo das partes aéreas.

3.2. Determinag@o da atividade da Redutase de Nitrato na Folha

A atividade da enzima foi determinada pelo mé&todo in
vive descrito por KLEPPER et al., 1971 e posteriormente modifica
do por HARPER e HAGEMAN (1972).

Tecidos foliares pesando 0,4g foram incubados em tubos

de vidro de 25 ml contendo 6 ml da seguinte solugdo: 0,IM de ni

trato de potassio, n-propanol 1% em tampao fosfato pH 7.0. O
tecido foi mantido imerso na solugao de incubagao por meio de
suporte de polietileno. 0 material vegetal foi submetido a infil
tragao a vacuo por 1 min., repetido 3 vezes, seguido de reentra-
da de ar. |

0 eﬁsaio foi realizado em banho-maria agitador a tempe
ratura de 33°C e as aliquotas de 0,2 ml foram retiradas apds 15
e 45 minutos para a determinagao da concentracgao de nitrito no
meio de incubacao. A determinacao da concentracao do nitrito que
se difundiu do tecido para o meio externo foi feita através da
reagao com N-2-naftil-etileno-diamino-di HCl 0,02% e sulfanila-
mida 1% em acido HC1l 1,5N (v/v). A concentragéo de nitrito fol
determinada qolorimetricamente pelarmedida da absorbancia a 550
nm, A atividade da enzima foli expressa em micromolés de nitrito
por grama de peso fresco por hora (umoles NO, gpf t.n7h) . as de
terminagdes foram feitas com trés repetigoes, e cada experimento

foi repetido no minimo trés vezes.
3.3. Determinagao da atividade da Redutase de Nitrato na raiz
A-atividade da Redutase de Nitrato {n vivo nas raizes

de plantas jovens de aguapé foi estudada pelo método ja padroni-

zado para as folhas. As raizes inteiras foram cortadas em segmen



tos de 1 cm, tomando-se amostras de 0,5g , em frascos de 25 ml

contendo 10 ml de meio de incubagao conforme descrito em 3.2.

3.4, Efeito da Temperatura nas raizes na atividade da Redutase

de Nitrato

Trés plantas jovens foram colocadas em cimaras de-cfgg
cimento em recipientes de 0,5 litro com agua destilada 16 horas
antes do inicio dos experimentos. A superficie superior livre da
agua dos recipientes foi recoberta com placa de isopor, a fim de

manter temperaturas estaveis no ambiente radicular. Os tratamentos

de temperatura no meio radicular foram feitos por meio de circu-
lacao de &gua através de uma serpentina acoplada a um banho de
‘agua refrigerada com controle t@rmosﬁético de temperatura.

As plantas permaneceram por um periodo de 10 horas no
escuro antes do inicio dos tratamentos, apds o qual foram ilumi-
nadas. Depois de 1 hora do inicio do periodo de iluminacao, foi
adicionado 20 mM de nitrato de potassio para a indugao da ativi
dade da Redutase de Nitrato.

A atividade enzimatica foi determinada no inicio de pe
riodo luminoso e apds 1, 2, 3 e 5 horas de iluminagéo de acordo
com o planejamento experimental.

Paralelamente a determinagao da atividade da enzima ,
os tecidos foram preparados para a determinagdo da concentragao

de nitrato, utilizando o método descrito por GALLC e SCOTT (1965).
3.5. Determinagao da Concentragao de Nitrato

Amostras de 1,0g de tecido foram colocadas em uma solu
950 contendo 5 mM de tampao fosfato, pH\?;O, macerédas em homoge
nizador Polytron PT35 (BRINKMAN, Instr. N.J.) e, em seguida, o ma
terial foi centrifugado por 15 min., a 12.000g,em centrifuga re
frigerada & 15°C. Do sobrenadante foram retiradas amostras de 1

ml, ds quais foram adicionadas 4 ml de Agua destilada, 1 ml de



perdxido de hidrogénio, 120 volumes,e 1 ml de carbonato de cal-
cio 0,5%. Os recipientes foram envolvidos com folha de papel ali
minio e colocados em banho-maria, em ebuligdo, até a evaporag%o
total do liguido. Apds o resfriamento, foi adicionado 1 ml de
acido fenoldissulfdnico 1M apds 10 min., foram acrescentados 25lml
de solugao de hidrdxido de amdnia 1:9, garantindo-se a mistura a
cor amarelo—buro por meio de agitacao com um bastonete de vidro.

- A determinagao da concentragao de nitrato foi feita co
lorimetricamente, e as leituras feitas em espectofotometro a 420
nm. A prova em branco, em duplicata, constou de agua destilada
sem perdxido de hidrogénio e o valor da quantidade denitrato foi

subtraido das amostras. Foram feitas 3 repetigoes para cada de-

terminagao.
'3.6. Andlise Estatistica

As andlises estatisticas das médias da atividade da en
zima {n vivo, foram feitas usando o método GT-2 para comparagoes
nao planejadas (SOKAL e ROHLF, 198l). Esse método tem, como pri
meira etapa, a andlise de variancia (ANOVA). Anovas de dois fato
res foram feitas em computador, usando o pacote STP (HOUCHARD ,
1974} e a de tréé fatores usando o pacote SPSS (NIE et al.,1975).
As anilises foram repetidas com dados nao transformados, que fo
ram convertidos para y = 1ln (y+1) e com a transformagéo'de Box-
(Cox (SOKAL e ROHLF, 1981). Todas as repetigbes das analises de

ram os mesmos resultados nos testes GT-2.



4. RESULTADOS

4.1. Padronizagao do Método para a Determinacdo da Atividade da

Redutase de Nitrato
4.1.1. Atividade em fungao da idade da folha

Os resultados mostrados na Fiqgura 1 indicam que a ativi
dade da Redutase de Nitrato quadruplicou no intervalo entre o 59
e 309 dia, sendo que a idade foi determinada a partir do apareci
mento da pseudo-lamina ao redor do peciolo de uma outra  folha.
Observagoes visuais indicaram que a atividade da Redutase de Ni-
trato atingiu o valor maximo no periodo de tempo coincidente com

a fase de expansao maxima da pseudo-lamina.

4.1.2, padrao da variagao da atividade da enzima na luz e

no escuro

Uma vez que todqs os ensaios foram conduzidos com plan-
tas mantidas sob condigoes controladas, em camaras de crescimen
to, foi considerado importante verificar o padrao da atividade
da enzima dgrante os periodos de luz e escuro estabelecidos nos
experimentos.

A Figura 2 mostra que a atividade da Redﬁtase de Nitra-
to aumenta rapidamente durante as primeiras horas de iluminacgao,
atingindo o maximo apds 4 horas de luz, e caindo acentuadamente,
" até apds 10 horas nesse regime. No escuro, a atividade foi varia
vel, atingindo um outro pico maximo apds 4 horas, caindo novamen

te até ser quase nula ao final desse periodo.

Baseado nesse comportamento das plantas todos os en-
saios foram conduzidos de modo a se determinar a atividade enzi-

mitica apds 4 horas de exposicao a luz.



Figura 1. Efeito da idade da folha na atividade {in vivo da redu-
tase de nitrato em aguapé. CondigCes do meio de incu-

bagdo: 0,1 M KNO,; pH 7,0; Temperatura do banho maria

37
33°. cada ponto representa a média de trés repetigdes

e o erro padrac € indicado acima e abaixo de cada pon-

to.
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Figura 2. Atividade da enzima, redutase de nitrato 4im vive em fo
lhas de aguapé durante o periodo de luz e escuro em
ambiente controlado. CondigGes do meio de incubagao :

0,1 M RKNO pH 7,0; temperatura do banho maria 3300.

37
Cada ponto representa a mé&dia de trés repetigoes e o©

erro padrao € indicado acima e abaixo de cada ponto.



oy

2 5
[+ 1} -
-4 ,-4d 6 20N sejow ff
OLVMLIN 30 3SVLNG3Y VA 3QVAIALLY

ESCURO

LUZ

HORAS




T el

4.1.3. Efeito da concentragao do Nitrato no meio da incuba-

gao

A atividade de Redutase de Nitrato, {n vive, cresceu 1i
neérmente com 0 aumento da concentrag¢ao de nitrato de potassio
adicionado ao meio de incubagdo, atingindo um maximo ao.redor de
Ofl M de KNO3. O aumento da concentrégéo de nitrato acima de
0,1 M provocou uma queda da atividade até 0,2 M, e a parfir des-
ta concentragao permaneceu constante até 0,4 M (Figura 3). Esses
resultados foram utilizados para definir a concentragao de nitra

to no meio de incubagao nos experimentos posteriores de determi-

na¢ao da atividade enzimatica.
4.1.4. Efeito do tempo de reagio

Os Valpres mostrados na Figura 4 indicam que a formagao
de produto (Nozh) aumentou durante o tempo de incubagao em banho
~maria coﬁ agitacao, apresentandc um padrao aproximadamente 1i
near durante o-periodo de 15 a 60 minutos.

Visando a padronizagao do método, foi estabelecida a re
tirada de aliquotas para a determinagdo da concentracdo de nitri

to no meio, apds 15 e 45 minutos de reagao.
4.1.5. Efeito do pH
0O efeito da variagao do pH do tampao fosfato no meio de in
cubagdo sobre a atividade da Redutase de Nitrato, {in vivo, & mos
trado na Figura 5. Foi verificado que o pH apropriado para o en

saio da enzima situa-se ao redor do valor 7,0, embora a ativida

de nao mostrasse grande variacao na faixa entre 6 a 7,5.
4,1.6. Efeito da temperatura do meio de reagao

Dentro do intervalo de temperatura utilizado no experi-



Figura 3. Efeito da concentracac do substrato na atividade in
vivo da redutase de nitrato em folhas de aguapé. Cada
ponto representa a média de trés repeticoes e o erro

padrao & indicado acima e abaixo de cada ponto.
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Figura 4. Efeito do tempo de reagio na formégﬁo do produto nitri
to em folhas de aguapé. Cada ponto representa a média
de trés repetigdes e o erro padrdo € indicado acima e

abaixo de cada ponto.
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Figura 5. Efeito do pH do meio de incubagao sobre a atividade da
redutase de nitrato {im vivo em folhas de aguapé. Cada
ponto representa a média de tré@s repetigoes e o  erro

padrdo & indicado acima e abaixo de cada ponto.
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Figura 6. Efeito da temperatura no meio de incubacao sobre a ati
vidade {in vivo da redutase de nitrato em folhas de a-
guapé. Cada ponto representa a média de trés  repeti-

¢bes e o erro padrao & indicado acima e abaixo de cada

ponto.
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mento, fol observado que a atividade da Redutase de Nitrato, au-
mentou com a elevagao da temperatura do meio de incubagio até
33OC, caindo a seguir (Figura 6).

Os ensaios posteriores foram conduzidos rotineiramente

a 33°C no meio de reagao.

4.2, Influéncia de Diferentes Temperaturas no meio Radicular e
na Parte Aérea sobre a Atividade da Redutase de Nitrato nas

Folhas.

Os experimentos foram conduzidos de modo a investigar o
efeito da temperatura do ar e do meio radicular sobre a ativida-
de enzimatica induzida pela exposicao das plantas & luz.

A seqgli®ncia experimental incluiu combinagdes de tempera
turas constantes do ar associadas a temperaturas variaveis das
raizes, com amplitudes de 5 e 10°c entre as duas temperaturas, a
lém do tratamento de temperaturas iguais do ar e do ambiente ra
dicular dﬁrante o periodo de 5 horas de exposigao.

Assim, sob condigoes de 20°C no ar e temperaturas de 10,
15 ou 20°C nas raizes observou-se gue a atividade da enzima au-
mentou com © acréscimo na temperatura das raizes (Figura 7a, b,
c). |

Utilizando temperatura do ar de 2500, e das raizes de
15,20 ou 25%¢ (Figura 8a, b, ¢}, foi observado a mesma tendén
cia na atividade da Redutase'de Nitrato, ou seja, conforme a tem
peratura do meio das raizes se aproxima da temperatura da parte
aérea, a atividade da enzima também & maior.

Porém, esse padrac nao foi obtido quande a temperatura
do ar foi mantida constante em 30°C e a temperatura das raizes
variou entre 20, 25 e 30°C, verificando-se que o padrao da atividade
enzimatica foi diferente &os tratamentbs anteriores, principal -
mente no que se refere a queda da atividade, quando as temperatu

ras do meio das raizes aumentaram até igualar a temperatura do

ar (FPigura 9a, b, ¢).



Figura 7. Efeito da temperatura da ralz sobre a atividade 4in vi-
vo da redutase de nitrato naé folhas de aguapé. Planta
adulta (30 dias). A temperaturé do ar & constante a
20°C e cada ponto representa a média de trés repeti-
gbes e o erro padraoc & indicado acima e abaixo de cada

ponto.
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Figura 8. Efeito da temperatura da raiz sobre a atividade 4in vdi-
vo da redutase de nitrato nas folhas de aguapé. Planta
adulta (30 dias). A temperatura do ar & constante a
25°C. Ccada ponto representa a média de trés repeti-
goes e o erro padrac & indicado acima e abaixo de cada

ponto.
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Figura 9. Efeito da temperatura da ralz sobre a atividade in vi-
vo da redutase de nitrato nas folhas de aguapé. Planta
éduita (30 dias). A temperatura do ar & constante a
30°%. cada ponto representa a média de trés repeti-
¢Oes e o erro padrac & indicado acima e abaixo de cada

ponto.
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Considerando que a temperatura de 25°C no ar mostrou
atividade enzimatica mais alta, em todas as temperaturas das rai
zes investigadas, foli planejado outro grupo de experimentos obje
tivando estudar o efeito da temperatura do meio radicular sobre
a atividade da Redutase de Nitrato, nas partes aéreas e nas rai
zes,

0Os resultados obtidos nas comparagoes entre atividades
na folha e rafiz sob condigcées de 25°C no ar (Figura 10 e 1lla, b,
¢} indicam uma certa consisténcia com o experimento prévio, pois,
da mesma forma, conforme houve uma proximidade entre as tempera-

turas da agua e do ar, ocorreu o aumento da atividade enzimatica

tanto nas fqlhas guanto nas raizes.

Analisando os valores incluidos nas Figuras 12 pode-se
observar que as atividades médias, para cada conjunto de condi-
¢Oes de temperatura apresentam uma interagao complexa entre 0Ss
efeitos da temperatura do ar e os da temperatura dé raiz. Sob
condicoes de 20°C no ar, a baixa temperatura nas raizes, (1000),
estd associada a uma baixa atividade média e uma atividade maior
ocorre em temperatura do ar igual a 20°c. De uma forma geral, a
atividade média nas folhas aumenta com elevagao da temperatura
na raiz, porém, a analise da regressao da atividade média contra
temperatura da raiz nao foi significativa ao nivel de 5% * (b =
0.204 P = 0.0737). Esse resultado parece ser devido a gqueda da
atividade maxima entre 15 e 20%¢ da temperatura na raiz.

Em temperatura de 25°C no ar, a relagao entre atividade
média nas folhas e a temperatura na raiz foi mais clara (Figura
12), e a regressao foi altamente significativa (b = 0.579, P <<0,001).

O tratamento com 30°C no ar mostrou a ocorréncia de uma
queda significativa na atividade média nas folhas, nas tempera-
turas de 25 a 30°C na raigz (Figura 12). Essa queda.fez com gue
a relagao geral entre atividade média nas folhas e temperatura na
raiz fosse negativa (b = - 0.189, P = 0.0508) em temperaiura do

Q —~ -~ + . . . P
ar de 30°C, embora a regressao nao tenha sido significativa.



Figura 10.

Figura 11.

Efeito da temperatura da raiz sobre a atividade 4in ué'
vo da redutase de nitrato nas folhas de aguapé. Plan~
ta jovem (20 dias). A temperatura do ar & constante
i 25°C. cada ponto representa a média de trés repeti-

goes e o erro padrao & indicado acima e abaixo de ca-

da pcnto.

Efeito da temperatura da raiz sobre a atividade in vi
vo da redutase de nitrato nas raizes de aguapé. A tem

peratura do ar & constante a 25°C. Cada ponto repre-.

‘senta a média de trés repeticGes e o erro padrao & in

dicado acima e abaixo de cada ponto.
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Figura 12. Efeitc da temperatura da ralz sobre a atividade in vi

Vo da redutase de nitrato nas folhas de aguapé dentro
de cada conjunto de temperatura do ar. Cada ponto re-
presenta a média de trés repetigoes para os conjuntos
de 20°C e 30°C e de seis repeti¢oes para o conjunto
de 25°C do ar.

=20°%. — =
(- - Tar~20 C; Tar 25

Os resultados do teste SNK estao apresentados com le
tras em cada pcnto. Dois pontos que nao tenhma letras

em comum sao estatisticamente diferentes ao nivel de

5%.
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A dependéncia da atividade média nas folhas &imeaatamxxa
tura da raiz & significativa (Figura 13). No intervalo compreendido en-
tre 10 e 25°C verificou-se um aumento da atividade da Redutase
_de Nitrato na folha com ¢ aumento da temperatura da raiz, e tam
béﬁ; uma queda marcante entre 25O e BOOC (Figura 13).

A tendéncia aa atividade enzimitica aumentar entre 10 e
25°C & indicada pela regressao onde se Qerifica a existéncia de
uma relacao positiva e significativa entre a atividade e tempe~
- ratura na raiz para a faixa de temperaturas de 10°¢ 3 30°c (b =
0.293, P << 0.001).

A queda entre 25 e 30°% também & significativa segundo
as andlises de variancia e de GT-2 (Figura 13). 0 efeito da tem
peratura (T ar) sobre a atividade da Redutase de Nitrato também
foi significativa (Figura 13). A relagdo & linear e negativa com
a temperatura do ar (b ar = - 0.411, P << 0.001).

Outra_maneira de verificar os efeigos da témperatura e
examinar o efeito da diferenca entre a temperatura do ar e tempe
ratura dalraiz, ou seja delta T. O efeito de A T na atividade mé
dia da Redutase de Nitrato nas folhas também foi linear e sigﬂi—
ficativa (Figura 14), observando-se uma relagac negativa com
AT (b=- 0.294, P << 0.001). | |

Um outro aspecto a ser considerado & a andlise da ativi
dade maxima em cada conjunto de condig¢Oes de temperatura. Os e-
feitos da temperatura da raiz sobre as atividades maximas da en
zima foram consistentes com.algumas das relagoes encontradas nas
andlises de temperatura média; porém, de uma forma geral, estes
efeitos nas atividades méximas nao foram significativos. ( Figura
15). Tal fato pode ter sido devido ao pequeno niimero de amostras
utilizadas nestas anflises. A curva que mostrou significancia
(25°C no ar) & a curva na qual cada ponto representa uma média
de seis medidas, enquanto'nas outras duas, cada ponto répresenta

uma média de trés medidas.



Figura 13. Efeito da temperatura da raiz na atividade in vivo da
redutase de nitrato nas folhas de aguapé (f———mm). E-
feito da temperatura do ar (- - - =).

Os resultados do teste SNK estao apresentados com le
tras em cada ponto. Dois pontos que nao tenham letras
em comum s3o estatisticamente diferentes ao nivel de

5%.
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Figura 14. Efeito da diferenca de temperatura do ar e da raiz na
atividade média da redutase de nitrato nas folhas de
aguapé.

Os-resuitados do teste SNK estao apresentados com le
tras em cada ponto. Dois pontos que nao tenhma letras

em comum sao estatisticamente diferentes ao nivel de

S%Q



37

20

I;B

1,6
L4

2. £6.4.2.
- - O 0 0 ©

(4,346 SoN sejow
OLVHIIN 3 3SVINQ3Y VA 3AVYAIAILLY

o]
o

10

5

o

AT (Tar - Troiz)



Figura 15. Efeito da temperatura da raiz na atividade maxima da
redutase de nitrato nas folhas de aguapé nos trés con
juntos de temperatura (A - 20°C no ar; B - 25°¢ no
ér;rc - 30°C no ar).

Os resultados dc teste SNK estdao apresentados com le
tras em cada ponto. Dois pontos gue nao tenham letras

em comum sio estatisticamente diferentes ao nivel de

5%‘.
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Apesar de que duas das trés regressoes ndo foram signi-
ficativas, uma comparacac entre os trés coeficientes mostrou que,
usando o teste SNK, a curva para 30°C no ar & diferente das ou-

_tras, e gque estas (200 e 25°C no ar) nao diferem entre si (Figu-

ra 15).
4.3. Concentragao do Ion Nitrato

- Os dados referentes a concentracao do Ilon nitrato estdo
representados nas Figuras 16, 17, 18 e 19. No regime de 20°C no
ar, a concentracao do Ion nitrato na parte aérea apresentou va-
riagoes, com valores entre 5 e 17 pmoles por grama de peso freg'
co (Figura l6a, b, e c}. Da mesma forma, no regime de 30° no
ar os niveis do ion nitrato também foram bastante variiveis (Fi-
gura 18a, b e c), com valores entre 5 e 24 umoles por grama de

peso fresco.

Por outro lado, nc regime de 25°C, houve uma menor va=-
riagao no contefido do nitrato durante o periodo de iluminacgao,
sendo que ocorreu um aumento proporcional conforme a temperatura
das raizes se situou prbéxima da temperatura do ar Figura 17 a,
b, ¢). |

Conforme ilustrado na Figura 19%a, o contefido do Ion ni
trato foi relativamente maior na parte radicular do gue na parte
aérea, situou-se em valores proximos em temperatura do ar de
ESOC e 20°C na raiz (Figura i9b), e ficou ligeiramente abaixo
quando a temperatura do ar e raiz foi de 25% (Figura 19c).

De uma maneira geral, ocorreu uma falta de correlagao
entre a atividade da Redutase de Nitrato e a concentracao de ni

trato presente nos tecidos foliares e/ou radiculares.



Figura 16. Concentragao do Ion nitrato no tecido foliar de agua-
pé. A temperatura do ar & constante & 20°C. 0 erro

padrac & indicado acima e abaixo de cada ponto.

Figura 17. Concentracac do Ion nitrato no foliar de aguapé. A
temperatura do ar & constante & 25°C. O erro padrio &

indicado acima e abaixo de cada ponto.
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Figura 18. Concentragao do Ion nitrato no tecido foliar de agua-
pé. A temperatura do ar & constante a 30%. o0 erro

padrao & indicado acima e abaixo de cada ponto.

Figura 19. Concentragdo do fon nitrato no tecido foliar {(———)
e radicular (- - - -) de aguapé. A temperatura & cons
tante a 25°C. O erro padr3o & indicado acima e abai-

xo de cada ponto.
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5. DISCUSSAQ

O efeito da idade do tecido foliar na atividade da enzi
ma Redutase de Nitrato (Figura 1) mostrou que as folhas totalmen
te expandidas possuem atividade enzimatica mais alta. De acordo
com TRAVIS e KEY (1971); JORDAN e HUFFAKER (1972); BILAL e RAIﬂS
(1973}, as folhas jovens teriam uma habilidade maior para a ab
sorgao de nutrientes, fixagdoc de g3s carbdnico e sintese de pro
teinas. Em soja, foi verificado que a atividade das folhas &

mais alta em folhas totalmente expandidas, decaindo durante as

fases antogenéticas posteriores., (HARPER e HAGEMAN, 1972). SRI-
VASTAVA (1975) observou o mesmo resultado em feijaoc, e  sugeriu
que o efeito da diminuigao da atividade da Redutase de Nitrato
com a idade das plantas poderia estar correlacionado com uma re
dugdo da capacidade dos tecidos para sintetizar proteina. Outros
autores conclﬁiram favoravelmente a hipdtese (INGLE et al., 1966;
KANNAKGARA e WOOLHOUSE, 19%967}).

Por outro lado, a descoberta de que a sintese da Reduta
se de Nitrato & dependente da fbtossintese sugere gue a queda na
producao da enzima seria consequéncia de uma limitagao da capaci
dade fotossintética, mais do que uma causa do processo de senes-
céncia (KANNANGARA e WOOLHOUSE, 1967). BEEVERS e HAGEMAN (1969)
postularam que a baixa atividade da Redutase de Nitrato em fo-
lhas mais velhas pode ser atribuida a uma diminuiggo de doadores
de elétrons e ATP fotossinteticamente produzidés.

Outro fator que poderia contribuir para a diminuigéo da
atividade em tecidos mais maduros seria a compartimentacao do ni
trato utilizado para o processo de incorporagao de nitrogénio em
nitrogénio a~amino (FERRARI et al., 1973); |

O papel da luz na atividade da Redutase de Nitrato le-
vou a sugestoes de que a energia luminosa afeta o movimento do
fon nitrato do compartimento armazenador inativo para os sitios

metabdlicos (JONES e SHEARD, 1975; ASLAM et al., 1976). Assim,



na luz, a téxa da enzima & alta, pois existe um influxo continuo
de nitrato que mantém o processo de redu¢do. A indugao da "sinte
se de novo" da Redutase de Nitrato pela luz foi sugerida por
BEEVERS e HAGEMAN, 1972. Entretanto, SOLOMONSON e SHEPAR {1977)
CARELLI e MAGALHAES (1981), demonstraram que a ativacdo da enzi-
ma, mais do gque a "sintese de novo", & mediada pela luz.

A importancia dos compostos originados na fotossintese
como fonte de energia para o processo de redugao do nitrato foi
enfatizado por BRETELER e TEN CATE (1980).

Conforme ilustrada na Figura 2, a atividade.méxima da

enzima nas folhas de aguapé ocorreu 4 horas apds sua exposic¢ao a

iluminagao. Resultados semelhantes foram obtidos por KLEPPER et
al., (1971) em Chenopodium, STEVENS e OAKS (1973), com raizes de
milho, BAKSHI et al.  (1978), em Woffia microscopica e TISCHER
e HUTTERMAN (1978) com Chlorella.

Os resultados mostrados na Figura 2 indicam que a ativi
dade diminue durante o periodo de escuro. Esse efeito foi verifi
cado por TRAVIS et al. (1970) em cevada, que demonstrou a pre
- sencga de uma proteina sintetizada no escuro gque inativa a Redu~
tase de Nitrato (TRAVIS et al., 1969). Esta proteina também foi
detectada por VIJAYARAGHAVAN (1972) em trigo.

A concentragao Otima do substrato.no meio da incubagao
para a atividade da Redutase de Nitrato foi de 0,1 M de nitrato
de potadssio (Figura 3). A linearidadé até a concentragao de 0,1
M foi obtida por BEEVERS et al., (1565) em cotilddones de raba-
nete, porém, ao contrario desses autores, acima dessa concentra
¢do houve uma gqueda acentuada da atividade nas folhas de Eichhox
nid ¢. Os autores sugerem que o nitrato em excesso‘nc meio de in
cubagao pode limitar a atividade da enzima. TINGEY et al. (1974)
demonstraram a perda da atividade da Redutase de Nitrato a con-
centragdes acima de 0,1 M em folhas de soja. Por sua vez, LIN e
KAO (1980) trabalhando com folhas de trigo, verificaram que con

centracdes muito altas de nitrato nao penetram no citoplasma e,

consequentemente, naoc sao disponiveis como substrato.



O efeito do pH na atividade enzimadtica foi verificado
como sendo variavel entre as diferentes espécies de plantas. Em
folhas de cevada o pH &timo foi 7,5 (KUO et al., 1980); para
-folhas de soja foram encontrados dois valores: 6,5 (JOLLY et
al., 1976) e 7,5 (NICHOLAS et al., 1976). Em plantulas de . ar-
roz, pH 7,4 foi o ideal (SHEN, 1972), enguanto que em chforella a
atividade da Redutase de Nitrato foi inibida na faixa de pH de
7,6 e 8,8 (TISCHER e HUTTERMAN, 1978). Parece que, a pH alto ,
os ions OH competem com o nitrato, e a pH muito baixo pode
ocorrer dano no tecido (BASSIONI, 1971). Em aguapé em pH alto,

para o processo de redugao de nitrato foi 7,0 (Figura 5).

As Figuras 7, 8 e 9 ilustram o efeito da  temperatura
das raizes sobre a atividade da enzima redutase de Nitrato em
folhas de aguapé. 0Os resultados mostraram a existéncia de um
efeito pronunciado da temperatura na atividade da enzima, a
qual & inibida pela agao da diminuigao da temperatura no ambien
te das raizes. Esse efeito poderia ser devido, possivelmente, a
limitacao do fluxo de nitrato para as folhas e, uma vez gue o]
substrato & essencial para o processo de reducio, os efeitos
dessa limitagdo sao &bvios. Eéses resultados estao de acordo
com os obtidos por SHANER e BOYER (1976a) que, trabalhando com
réizes de milho, constataram que & o fluxo do Ion nitrato que
regula a atividade da enzima, e esﬁe & fortemente influenciado
pela temperatura. .

CHANTAROTWONG (1976} verificou que temperaturas baixas
interferem na taxa de absorgao idnica, e que a redugao, in vd-
vo, parece estar mais associada ao processo de absorgao de ni
trato do que com a guantidade de enzima presente.

Uma alteragaoc na permeabilidade da membrana que dcor:g
ria sob temperaturas baixas, levando a uma difusao maior de
fons para o exterior das células, foi sugerido por CAREY e BER
RY (1978).

SASAKAWA e YAMAMOTO (1978) constataram a influéncia da

‘temperatura na absorgao do nitrato em plantulas de arroz, e de
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mostraram a total inibicaoc da aksorg¢aoc em temperaturas abaixo
de 15°C. Nesse trabalho foi verificado que, conforme a temperatu
ra da agua se aproxima da temperatura do ar, a atividade enzima-
tica & estimulada'provavelmente devido ao aurento da absorcgao de
.nitrato (Figuras 7 e 8 a, b, c}. | |

CLARKSON et al. (1979) sugerem que , em condigoes nas
quais a diferenga entre a temperatura do ar e a das raizes & mﬁi
to acentuada & possivel que as temperatufas baixas causem retar
damento da absorcgao de nutrientes, como o nitrogénio, de tal ma-
‘neira que provocard limitagoes na taxa de crescimento vegetativo.

Efeitos de variac@o sazonal do crescimento de aguapé ,

com inibigao pronunciada em épocas de ocorréncia de temperaturas
baixas, tem sido observadas em experimentos de campo e em casa
de vegetacdo (MAGALHAES comunicagac pessoal).

Quandc a temperatura do ar foi de 30°¢, ocorreu um efei
to inverso (Figura %a, b, c¢), pois,nesse caso, conforme a tempera
tura da agua sé aproximou da temperatura do ar, houve wuma dimi
nuigdao na atividade da enzima. Isso poderia ter ocorrido devido
a4 inativacao da enzima, inibicdo da sintese (KAUFMANN et al., 1971,
ou a sua degradagdo (MORAGHAN e PORTER, 1975; MAGALHAES, 1976).

NICHO#AS et al. (1976) verificaram que plantas de soja
submetidas a altas températuras no campo, € mesmo em ambientes
controlados, apresentaram uma perda da atividade enzimitica mais
rapida.

Quando as temperaturas do ar e da agua foiam iguais a
30°C, a queda da atividade enzimatica poderia ter sido causada
pela diminuicao da disponibilidade de carboidratos e, conseqﬁen—
temente, a limitacdo de energia metabdlica necesséria para o prc
cesso de reducdo (TINGEY et al., 1974) e para a absorgao ativa
de ions. |

Os resultados experimentais mostraram gue uma diferenga
de 5 ou 10°C entre a temperatura do ar e do ambiente das raizes
(Figura 9 a e b) causou um aumento da atividade da enzima. Esse

nesmo efeito foi demonstrado por DRUMMOND et al. (1980) com



raizes de cevada.

A protegao contra a inativagao da enzima induzida por
temperaturas baixas durante o periodoc de obscuridade foi demons-
trada em cevada por ONWEME et al., 1971.

O nitrato pode ser assimilado tanto nas ralzes Quant5
nas folhas (RADIN, 1977), sendo que esta particado de atividades
varia entre as diferentes espécies (PATE, 1973). Em aguapé a éti
vidade da Redutase de Nitrato foi detectada nas ralzes (Figura
11, a, b, c), porém a atividade nesse 6rg3o foi somente cerca de
30% da atividade determinada nas folhas. Como verificado nos ex-
pefimentos descritos anteriormente, a atividade da Redutase de
Nitrato aumentou conforme a temperatura do ar e da &gua se esta-
beleceram em valores prdximos. Parece, portanto, que o aguapé re
duz a maioria do nitrato em seus tecidos foliares, da mesma for
ma que Xanthium (WALLACE e PATE, 1967); feijdo (SRIVASTAVA, 1975 )
e girassol (KAISER e LEWIS, 1980).

Os dados referentes i concentragao do Ion nitrato (Figu
ras 16, 17, 18 e 19) nao mostraram correlacao com a atividade da
Redutase de Nitrato. Essa falta de consisténecia foi demonstrada
por TRAVIS et al., (1969) em cevada; JONES e SHEARD. (1975) em er
vilha,e SHANER e BOYER (1976a) com milho.

A falta de correlagao entre a concentracao de nitrato
no tecido e a atividade da Redutase de Nitrato parece indicar que
a maior parte do nitrato esta compartimentalizado no vacioclo e,
portanto, nao disponivel para o processo de redugéé (SHANER e
BOYER, 1976a).

Tem sido demonstrado gue as cé&lulas vegetais podem acu
mular grandes quantidades de nitrato, independente da atividade
da Redutase de Nitrato (HEIMER e FILNER, 1971; FERRARI et ‘al.,
1973; ASHLEY et al., 1975; ASLAM et al., 1976; SHANER e BOYER
1976a). O aclimulo de nitrato no vaciiolo do mesdfilo em células
de cevada fol demonstrado por MARTINOIA et al. (1981).

Talvez a caracteristica ji mencionada, de gque o aguapé

-seja uma planta que absorve grandes quantidades de nitrogénic ,
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encontrado normalmente na forma de nitrato na agua pode ser devi
do ao fato de gue ela tem capacidade de acumular o nitrato no
seu vaclolo.

As Figuras 12 e 13 ilustram a atividade média da enzi-
ma nos trés regimes de temperatura do ar, em relacdo & temperatu
ra da raiz. Como mostrado na Figura 12, qﬁando ocorre‘ aumento
progressivo ﬁas temperaturas radiculares a atividade enzimatica
& estimulada em temperaturas do ar de 20 e 250C, O mesmo nao o-
correndo quando a temperatura foi 30°c¢.

Os dados da Figura 13 inﬁegram todas as médias de todos
os dados para cada temperatura da ralz, e.o mesmo efeito pode
ser constatado. Com relagao ao efeito da temperatura do ar pode
ser verificadeo que, a 20°C, a atividade foi mais alta} decrescen
do em temperatura de 25 & 30°C.

A Figura 14 ilustra a média de todas as atividades em
relagac as diferencas de 0, 5 cu 10°C da temperatura das raizes
em . relagao a temperaturardo ar. Conforme a t@mﬁeratura da raiz
se aproximou da temperatura do ar a atividade da enzima foi esti
mulada.

Com relagdo ao efeito da temperatura na atividade méxi
ma da enzima (Figura 15), cobservou-se qué nos conjuntos de tempe
ratura do ar de 20 e 25°C ocorreu um aumento'paralelo na ativida
de da Redutase de Nitrato em relagao as temperaturas radiculares
consideradas, o mesmo nao ocorrendo com temperatura do ar de 30%C .
De acdrdo‘com os dados apresentados nas Figuras 14 e 15, que
mostram as atividades enzimidticas média e maxima, ficou ~eviden-
ciade a koa consisténcia dos resultados analisados  estatistica

mente.



6. CONCLUSAOD

1. A caracterizagao da enzima Redutase de Nitrato nas
folhas de aguapé apresentou como condigoes dtimas para sua ati
vidade, as seguintes: concentragao de substrato 0,1 M no neio
de incubagado constituido por n. propanol 1% e tampao fosfaté, pH
7,0; temperatura no meio de reagdo de 33°C; linearidade de rea
g¢ao entre 15 e 45 minutos de incubagdo. A atividade mixima ocor-
re apds 4 horas de iluminagao. As folhas fisiologicamente madu
ras correspondem 4 idade de 30 dias apds a emergéncia.

2. Com relacao ao efeito da temperatura das raizes so-
bre a atividade da enzima nas folhas foi constatado gque tempera-
tura do ar e raizes com valores proximos de 20 e 25°C, induzem
a uma atividade maxima, o mesmo nao ocorrendo com temperatura do

ar de BOOC.

3. A atividade da enzima nos tecidos radiculares cor
respondem a cerca de 30% da atividade no tecido foliar.

4. A concentragao do Ion nitrato no tecido foliar e ra
dicular, nao se associa & atividade enzimatica, provavelmente
porque esse nitrato determinado representa principalmente o con

telido dos sitios nao metabdlicos.



7. RESUMO

0 estudo para a avaliacao do efeito da temperatura do ar
e do ambiente radicular, sobre a atividade da enzima Redutase de
Nitrato 4in vdivo, foi conduzido usando-se tecidos de folhas e de
raizes de aguapé. As plantas foram cultivadas em casa de vegeta~-
¢ao, em recipiente contendo solugao nutritiva de Hoagland na con
centragdo 0,5 N. . A otimizacdo da atividade de Redutase de Nitra
to foi feita para as folhas. Quarenta e oito horas antes das de-

terminagoes, as plantas foram colocadas em cadmara de crescimento

com temperatura diurna de 25°C e noturna de 20°C. Ficou estabele-
cido que as condigoes para o Otimo da atividade enzimidtica  sio:
meic de incubag¢do, 0,1 M de nitrato de potadssioc , n-propanol 1% ,
tampao fosfato, pH 7,0, e temperatura de 33%. o tempo de reacgac.
ideal foi 30 minutos, e os tecidos foram obtidos apds 4 horas de
iluminagao, com folhas de 30 dias de idade. Para avaliar o efei-
to da temperatura radicular sobre a atividade da enzima na folha,
-as plantas foram colocadas em camaras de crescimento, com tempera
tura do ar regulada a 20, 25 e 30°%¢ constantes, e temperatura da
‘raliz mantida a 0, 5 e 1o°c abaixo da temperatura do'ar, durante
um periodo de 5 horas de luz. A atividade da enzima Redutase de
Nitrato nas folhas de aguapé foi esﬁimulada scb regimes de tempe-
ratura do ar de 20 e 25°C com temperaturas radiculares se situan
do & valores prdximos da temperatura do ar. Porém, um efeito in
verso fol obtido quando a temperatura do ar era de 30°C; nesse ca
so0, a diferencga de 5 ou 10°C entre a temperatura do ar e das rai
zes favoreceu a atividade enzimatica. A determinagao da atividade
enzimatica nas raizes do aguapé seguiu o mé&todo padronizado para
as folhas, sendo que seu valor foi cerca de 30% mais baixa que a
atividade mostrada nas folhas, quando o experimento de 25%¢ foi
repetido. Nesse caso, tanto a atividade da ralz como da folha de
cresceram com o resfriamento do sistema radicular.

As determinagOes da concentragao do Ion nitrato nas fo-
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lhas e ralzes nao foram consistentes com a quantidade de Ion re-

duzido na parte aérea ou radicular.



8. SUMMARY

A study to evaluate the effect of root and air temperatu
re on the activity of the enzyme Nitrate Reductase 4in viﬁo wa§
conducted using leaves and rocts of waterhyacinth., The plants
were grown in a green house in containers with half strength'
Hoagland's nutrient solution. Optimum conditions for Nitrate
Reductase activity was determined for the leaves. The plants were
placed in a growth cﬁamber with an air temperature of 25% D/20°C
N 48 hours before the start of the experiments. The assay was
carried out with 30-day-old leaves taken 4 hours after the
beginning of the ilumination period. Optimum enzyme activity was
obtained with 0,1 M KN03, 1% n- propanol in phosphate buffer pH
7,0, and assay temperature of 33°C and an incubation period of
.30 minutes. To evaluate the effect of root temperature on leaf
enzyme activity, the plants were placed in a growth chamber, set
at constant air temperatures of 20, 25 and 3000, with a constant
j root temperature of 0, 5 and 10°C bellow the air temperature
applied dﬁring the first 5 hours of illumination. The enzyme
activity of waterhyacinth leaves was optimum under air temperatu-
res of 20 énd 25°C with a root temperature close that of the air.
However, a different effect was obtained when the air temperature
was'30°C, in this case, a root temperature of 5 or 10°C bellow
that of the air stimulafed the enzyme activity. Acfivity of the
.root enzyme was determined following the same pattern established
for the leaves, it's value being 30% of that found in the leaves,
when air temperature was set at 25°¢. Enzyme activity in the
roots and leaves decreased with the lowering of root temperature.

"The nitrate concentrations in thé leaves and roots were

not consistent with the amount of ion reduced in these organs.



9. LISTA DE ABREVIATURAS

N.R. ~ Nitrato iedutase

NiR. - Nitrito redutase

G.S. - Glutamina sintetase

GOCAT - Glutamina oxoglutaratc amida transferase
a~KG - acido a-cetoglutdrico
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