ATIVIDADE DA REDUTASE DE NITRATO
EM CAJANUS CAJAN E DESMODIUM BARBATUM
PADRONIZAGAO DAS CONDIGOES DO ENSAIO!

ADAUCTO BELLARMINO DE PEREIRA-NETTO?

RESUMO - Visando a recomendagfio de culturas de cobertura para plantios de seringueira lo-
calizados fora das dreas tradicionais de cultivo, padronizaram-se as condigdes do ensaio para a
estimativa da atividade da redutase de nitrato (NR) em Cajanus cajan e Desmodium barbatum,
tendo por objetivo sua posterior utilizagio como pardmetro indicativo do comportamento ecofi-
sioldgica destas espécies nas novas 4reas de produgfio de borracha natural. Segmentos de folfo-
los de C. cajan, crescidos em casa de vegetagio, e de D. barbatum, crescidos no campo, foram
incubados em solu¢do-tampéo fosfato + KNG, e I-propanol, infiltrados sob vacuo, e transferidos
para banho-maria sob agitagfio, na auséncia de luz, para estimativa da atividade da NR. in vitro,
através de espectrofotometria a 540 nm. Foram realizados testes para determinacéo do tempo
otimo de incubagdo (entre 30 e 60 minutos, para as duas espécies) € maximizagio da atividade
da enzima de acordo com o pH do tampéo (8,0 para C. cajan e 7,5 para D. barbatum), a concen-
tracdio do nitrato no meio de reagfio (200 mM para C. cajan € 100 mM para D. barbaum) e a
temperatura de incubagfo (32°C para as duas leguminosas).

Termos para indexagfo: estresse hidrico, estresse térmico, assimilagfo de nitrato, ecofisiologia
vegetal, cultura de cobertura.

NITRATE REDUCTASE ACTIVITY
IN CAJANUS CAJAN AND DESMODIUM BARBATUM
ASSAY OPTIMIZATION

ABSTRACT - Cajanus cajan L. and Desmodium barbatwm (L.) Berth have been largely used as
soil cover species for rubber tree plantations in tropical regions. In order to recommend this
leguminous as cover plants to rubber tree plantations located out of the traditionally cultwatqd
arcas, the in vitro nitrate reductase assay (NR) was optimized. The nitrate assimilation rates will
be used as a physioecological parameter for C. cajan and D. barbatum growing in theses new
production areas. Leaf sections of C. cajan and D. barbatum, grown respectively in greenhouse
and in the field, were incubated in phosphate buffer plus KNO, and I-propanol, infiltrated under
vacuum and transferred to a sharking water bath, in the dark. NR activity was estimated based
on nitrite dosage through specirophotometry at 540nm. The following conditions were
determined: optimal incubation time for nitrite release readings (30-60 minutes, for b9th
species), optimai buffer pH (8,0 for C. cajan and 7,5 for D. barbatum) and nitrate concentration
(200 mM for C. cajan and 100 mM for D. barbatum) and incubation temperature (32°C for
both leguminous) for maximum enzyme activity.

Index terms: water stress, thermic stress, nitrate assimilation, plant ecophysiology, soil cover

species.
INTRODUCAO
! Aceito para publicaglio em 10 de dezembro de 1991. No Brasil, tem-se verificado o deslocqlr_lcnfo
Trabalho realizado junto a0 CEPAGRIUNICAMP. das dreas de produgio de Hevea brasiliensis,
? Bil, Dep. de Biol, Univ. Estadual de Maringé, Caia  fradicionalmente localizadas na regido amazd-
Postal 331, CEP 87020 Maring4, PR. nica, para regides onde € menor a incidéncia do
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Microcyclus ulei, causador do *“mal-das-folhas-
-da-seringueira”. Nestas novas regides de pro-
dugio, a exemplo do Planalto Paulista, a menor
disponibilidade de dgua ¢ a menor temperatura
do ar €m sido mencionadas como fatores limi-
tantes para o estabelecimento de plantas co-
mumente empregadas como cultura de cobertu-
ra nos plantios de seringueira.

A estimativa da atividade da redutase de ni-
trato (NR} tem sido utilizada, com sucesso, co-
mo parametro indicativo do comportamento fi-
siolégico de plantas submetidas a condigbes
edafoclimdticas adversas (Mattas & Pauli 1965,
Plaut 1973 e Meguro & Magalhaes 1983).

Neste trabalho, foram padronizadas as con-
di¢des do ensaio para estimativa da atividade da
NR in vivo, em Cajanus cajan e Desmodium
barbarum, visando sua utilizagio como pardme-
tro indicativo do comportamento ecofisioldgico
destas leguminosas nas novas dreas de produgio
da seringueira.

MATERIAL E METODOS

Neste experimento foram utilizadas plantas de Ca-
Jjanus cajan L. e de Desmodium barbanum (1..) Berth
(Leguminosae: Faboideae), cultivadas em casa de ve-
getagiio, € no campo, respectivamente.

Condigoes de cultivo: C. cajan: Plantas provenien-
tes de sementes foram cultivadas individualmente em
vasos de pldstico rigide, com capacidade de 2 litros,
contendo vermiculita expandida. No dia anterior 2
amostragem, as plantas foram irrigadas com 80 ml de
solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), na
qual o NH,J,PO, foi substitufdo por KH,PO,
{(lmM). D. barbatum: plantas provenientes de propa-
gacho vegetativa, . cultivadas em Latossolo Roxo hd
aproximadamente trés anos, foram adubadas por co-
bertura com adubo quimico granulado (N:P:K -
10.10.10) na razfio de 50 g.m2.

Ensaio da redutase de nitrato: 30 dias apGs a se-
meadura, a primeira folha trifoliclada completamente
expandida, no caso de C. cajan, e foliclos completa-
mente expandidos recebendo radiagio solar direta, no
caso de D, barbatum, foram coletados cerca de quatro
horas a partir do infcio do perfodo de iluminagdo.
Segmentos do tecido foliar foram incubados em so-
lugo-tampdo fosfato (K,HPO, + KH,PO, 0,IM},
contendo KNO, (0-200mM) e I-propanci 1% (viv), e
submetidos a infiltragSio sob vdcuo, com posterior

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 27(7):1011-1015, jul. 1992.

A.B. DE PEREIRA-NETO

transferéncia para bapho-maria sob agitagio e em
auséncia de luz. Alfquotas do extrato foram adiciona-
das a uma solugfio de N-2-naftiletilenodiamino di HCI
0,02% (mpv) + sulfanilamida 1% (ma), HCl 1,5N
H,O (Snell & Snell 1949). Depois de estabilizada a
reagio, procedeu-se & dosagem do nitrito liberado pe-
lo tecido através de espectrofotometria a 540 nm.

Foi avaliado o efeito do tempo de reagio do ensaio
sobre a liberagdo de nitrito pelo tecido, e também os
efeitos do pH e da concentragio de KNO, do meio de
reagdo, e da temperatura de incubagio do ensaio, so-
bre a atividade da redutase de nitrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do tempe de incubagfio do ensaio sobre a
liberagfio de nitrito

O aumento no tempo de incubagio do en-
saio induziu aumento na quantidade de nitrito
liberado pelo tecido nas duas leguminosas
(Fig. 1).

Com base na redugio das alteragdes na incli-
nagdo das retas determinadas por cada intervalo
de tempo (15 minutos) ao longo do experimen-
to, € na recomendacdo de nio se estender a du-
ragdo do ensaio além de 60 minutos (L'vov &
Safaraliev 1988), admitiu-se ¢ intervalo com-
preendido entre 30 e 60 minutos de incubagio
como 0 mais adequado para a retirada de ali-
quotas do extrato para dosagem do nitrito libe-
rado.

Efeito do pH do meio de reacéio

A elevacdo do pH do meio de reagio entre
6,0 e 8,0 provocou aumento na atividade da re-
dutase de nitrato para as duas espécies conside-
radas (Fig. 2). Para Coffea arabica (Meguro &
Magalhdes 1982) e Saccharum sp. (Oliveira
1985), a atividade mdxima da redutase de nitra-
to tem sido verificada em torno do pH 8,0.

Efeito da temperatura de incubagiio

O aumento na temperatura de incubag¢io do
ensaio de 22 para 320C provocou crescimento
na atividade da NR nas duas leguminosas
(Fig. 3). Comportamento semelhante tem sido
verificado para diferentes variedades de Coffea
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FIG. 1. Efeito do tempo de incubagiio do ensaio sobre a liberagfio do nitrito, Os dados

representam um experimento repetid

o por trés vezes. As barras verticais indicam o

desvio-padréiio. Temperatura de incubagiio = 32°C; pH e [KNO,] do meio de reagio

= 6,5 ¢ 50 mM, respectivamente.
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FIG. 2. Efeito do pH do meio de reagio sobre a atividade da NR. Os dados representam um
experimento repetido por trés vezes. Temperatura de incubagdo = 32°G; [KNO,] no

meio de reagiio = 50 mM.
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arabica (Meguro & Magalhdes 1982 e Queiroz
1986).

Elevagio na temperatura de 32 para 42°0C
provocou redugiio na atividade enzimdtica tanto
em D. barbatum como em C. cajan, sendo que a
temperatura de 429C provocou grande dimi-
nui¢io na atividade da NR em C. cgjan e re-
ducio menos acentuada em D, barbatum.

Efeito da concentragfio de nitrato no meio de
reac¢io

O aumento na concentragio de nitrato no
meio de reagdo de 0 para 100 mM induziu au-
mento na atividade da NR, para as duas legu-
minosas (Fig. 4).

A elevagio na concentragio de nitrato de
100 para- 200 mM provocou aumento na ativi-

dade da enzima em C. cajan, ¢ diminuigio em
D. barbatum.

A.B. DE PEREIRA-NETO

A auséncia de nitrato de potdssio no meio de
reagio mostrou-se relacionada a niveis de ativi-
dade da NR proximos de zero, tanto em D. bar-
barum como em C. cgjan. De acordo com Bee-
vers & Hageman (1980), a redutase de nitrato é
uma enzima induzida pelo substrato, normal-
mente s6 apresentando atividade na presenca
do nitrato. Assim, o comportamento da enzima
pareceu indicar que a concentragio de nitrato
disponivel no “pool” metabélico ndo era sufi-
ciente para ativagio da enzima (Hallmark &
Huffaker 1978).
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