RITMO DIURNO NA ATIVIDADE DA REDUTASE DE NITRATO
EM FOLHAS E RAIZES DE COFFEA ARABICA L.1

CRISTINA G. S. QUEIROZ2, ALEMAR B. RENA3,
ANTONIO T. CORDEIRO* e JOSE D. ALVESS

RESUMO -~ Estudou-se a distribuigfio da atividade da redutase do nitrato na parte aérea e no sis-
tema radicular do cafegiro, em fungdo da hora do dia, associada aos teores de nitrato e de carboi-
dratos nos tecidos. Observou-se declinic gradual da atividade enzimética nas folhas no decorrer
do perfodo luminoso, seguido por aumento da atividade nas primeiras horas de escuro, € com um
pico no final da noite. Esse padro ritmico correspondeu as flutuagdes na concentragfio de nitrato
translocado no xilema. A redugio do nitrato apresentou um pequeno aumento na raiz durante o
dia, coincidindo com acréscimos nos teores de aglicares soliiveis totais ¢ de nitrato nesse orgfio, e
de nitrogénio orgénico no exsudato do xilema. A maior contribui¢lio das raizes para a redugio do
nitrato ocorreu durante o periodo luminoso, enquanto as fothas apresentaram maior participagfo &
noite. No entanto, no ciclo de 24 horas a contribuigdo dos dois principais sitios de redugdo do ni-
trato foi a mesma, 50% aproximadamente.

Termos para indexag#io: carboidratos, tecidos, atividade enzimatica, fotoperiodo, cafeeiro.

DIURNAL RHYTHM IN NITRATE REDUCTASE ACTIVITY
OF COFFEA ARABICA L. SHOOTS AND ROOTS.

ABSTRACT - The distribution of nitrate reductase activity in the shoots and roots of coffee
plants was studied according to the time of the day associated with the availability of nitrate and
carbohydrates in the tissues. In the leaves, the enzyme rate declined gradually in the light, fol-
lowed by an increase during the night period. The diurnal rthythm corresponded to the variations
in the nitrate concentration in the xylem sap during the photoperiod. The nitrate reductase activity
in the roots showed a little increase during the day, coinciding with increase in the levels of sol-
uble sugars and nitrate in the organic nitrogen concentration in the xylem sap. The greatest con-
tribution of the roots to the nitrate reduction occurred in the light while the leaves showed a
greater contribution during the night. However, in a 24-hour cycle, the total average contribution
was approximately identical both for roots and for leaves.

Index terms: carbohydrates, tissue, coffee tree, enzymatic activity, photoperiod.

INTRODUCAO

A participagdo do sistema radicular no forne-
cimento de nitrogénio reduzido A planta tem sido
evidenciada em diversas espécies, principalmente
em gimnospermas (Martin et al., 1981; Adams &
Attwill, 1982a; Smirnoff et al., 1984). Essas es-
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pécies caracterizam-se pela predomindncia do N-
orginico sobre a forma nitrica na seiva xilemética
(Pate, 1973; Olday et al, 1976; Smirnoff &
Stewart, 1985), fornecendo, desse modo, grupos
amino essenciais para a formacgio de aminodcidos
¢ proteinas na parte aérea (Leg, 1980). Entretanto,
a contribui¢do relativa do sistema radicular varia
amplamente com a espécie (Radin, 1978;
Andrews et al.,, 1984), com o estidio de desen-
volvimento da planta (Pate, 1973) e fatores do
ambiente (Pate, 1980; Adams & Attwill, 1982a,
1982b).

A contribui¢fo relativa da raiz e da folha no
processo de redugdo do nitrato varia significati-
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vamente em funglio da hora do dia, pois a ativi-
dade da redutase do nitrato nesses dois érgios
ocorre tanto A luz quanto no escuro (Aslam et al.,
1979; Rufty et al., 1982; Claussen, 1986), embora
nas folhas ocorra mais rapidamente 3 luz (Aslam
& Huffaker, 1982; Reed et al, 1983;
Shivashankar & Rajgopal, 1983). O estimulo da
atividade enzimdtica 4 luz tem sido associado 3
maijor disponibilidade de ATP (Sawhney et al.,
1978), de NADH (Klepper et al., 1971), de nitrato
(Beevers et al., 1965) e de carboidratos (Aslam et
al., 1973). No entanto, a luz por si parece nio ser
um requerimento absoluto para redugfio do ni-
trato, uma vez que niveis considerdveis de ativi-
dade enzimdtica podem ocorrer nos tecidos, com
um suprimento adequado de carboidratos
(Guerrero et al., 1981). Dessa forma, carboidratos
armazenados aparentemente suprem a energia re-
querida para a induciio e a redugio do nitrato no
escuro (Claussen, 1986).

O cafeciro jovem, contrariamente 3 maioria
das espécies estudadas, apresentou maiores niveis
de atividade da redutase do nitrato nas folhas du-
rante o periodo de escuro do que no periodo de
luz (Cordeiro et al., 1984; Alves et al., 1985). O
aumento da atividade enzimitica observado logo
apds o periodo de luz, poderia ter sido causado
pela maior disponibilidade de ATP e de NAD
(P)H no citoplasma, decorrente da fotossintese
(Alves et al., 1985). No entanto, 0 decréscimo da
atividade da redutase do nitrato ainda no perfodo
luminoso parece ndo estar correlacionado com a
fotossintese corrente (Alves et al., 1985). Todavia,
os fatores que induziram estimulo na atividade da
redutase do nitrato nas folhas no escuro nio fo-
ram ainda investigados, sugerindo novas aborda-
gens sobre poder redutor e disponibilidade de ni-
trato ao sitio de a¢fio da enzima.

Este estudo objetiva investigar alguns meca-
nismos que poderiam induzir as flutuagBes diur-
nas na atividade da redutase do nitrato no cafeeiro
jovem, na parte aérea ¢ no sistema radicular.

MATERIAL E METODOS
Utilizaram-se cafeé¢iros da linhagem de Catuai
Vermelho LCH-2077-2-5-44, de seis meses de idade,
cultivados em solugfio nutritiva, permanentemente
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arejada, com a seguinte composi¢iio: Ca(NO3), 4,0mM,
KNOy 2,0mM, MgSO4 1,0mM, KH,PO4 0,5mM e
micronutrientes (Hoagland & Amon, 1950). A solugfio
nutritiva foi renovada a cada 21 dias e o pH corrigido
semanalmente para 5,510,1, pela adigio de H,SO4 ou
NaOH ¢,IN.

As plantas foram mantidas nessas condigSes, em
casa de vegetagfio, por um periodo de seis meses.

Sete dias antes de se iniciarem os estudos, as plan-
tas foram conduzidas da casa de vegetagfio para uma
sala de crescimento, com umidade relativa aproximada
de 50%, temperatura de 27+2°C, fotoperiodo de 12 ho-
ras e intensidade luminosa de aproximadamente
2,0mW.cm2, fornecida por limpadas flucrescentes tipo
luz do dia. Durante a permanéncia na sala de cresci-
mento, o pH da solugéo de cultivo foi corrigido a cada
dois dias para 5,540,1, e 24 horas antes das determina-
¢des a solugio nutritiva foi renovada.

A primeira amostragem do dia foi realizada no ini-
cio do fotoperiodo, as 6h, e as seguintes em intervalos
sucessivos de 3 horas.

A atividade in vivo da redutase do nitrato foi de-
terminada de acordo com a metodologia descrita por
Queiroz et al., (1991). Amostras de discos foliares de
3,5mm de difmetro, com peso aproximado de 200mg
de matéria fresca, foram retiradas com o auxilio de um
perfurador de rolhas e introduzidas em frasco de
Erlenmeyer, contendo o meio de incubagdo. Esse tneio
era composto de tampiio fosfato (Na;HPO,/NaH,POy)
100mM, pH 7,5, KNO320mM, propanol 2% cloranfe-
nicol 10ppm e Triton X-100 0,1%. O conteiido dos
frascos contendo as amostras foliares foi, imediata-
mente apds a introdu¢fio das mesmas, submetido a vé-
cuo (650mmHg), por 1 minuto, apés o que se introdu-
ziu o ar, e, novamente, vicuo por 1 minuto. Em segui-
da, os frascos de Erlenmeyer foram tampados e imersos
em banho-maria a 30°C, no escuro, Ap6s 20 e 40 mi-
nutos de incubagio foram retiradas aliquotas para esti-
mativa da atividade da redutase do nitrato, devido &
presenga de uma fase latente nos primeiros 20 minutos
de incubagfio. A quantificagiio do nitrito foi feita pela
reagfio com 0,3ml de sulfanilamida 1% em HCl 3N e
0,3ml de dicloroidrato de N-l-naftiletileno diamina
0,02%. As absorbincias foram determinadas a 540 nm.

Concluida a coleta das amostras de folhas, as raizes
foram lavadas com &gua destilada, separada a raiz
principal (priméria} das suas ramificagdes, e cada um
dos tipos de raiz foi seccionado em fragmentos de 1-
2 mm, transferidos para solugfo de CaSO,0,5mM.
Logo a seguir, aproximadamente 100mg de raizes fo-
ram enxugadas, pesadas e transferidas para o meio de



RITMO DIURNO NA ATIVIDADE DA REDUTASE DE NITRATO

incubagio semelhante ao descrito para as folhas, mas
sem a adigio de Triton. O conteido dos frascos de
Erlenmeyer com raiz foi borbuthado com N;, durante 2
minutos, logo apds a sua introdugio] A incubagdo foi
feita nas mesmas condigdes dos discos foliares. A cole-
ta das amostras para quantificag8o do nitrito foi reali-
zada apds 30 minutos de incubagio.

O caule foi seccionado em dois segmentos: regifio
entre o 12 e o 42 par de folhas (C-1) e abaixo do 4% par
de folhas (C-2). As amostras foram incubadas de ma-
neira semethante & descrita para as raizes.

A coleta das amostras para a avaliagiio dos teores de
aglcares soliveis totais, amido e nitrato, foi feita logo
ap0s a retirada de amostras para determinagfo da ativi-
dade da redutase do nitrato em cada érghio. Amostras
de discos foliares e de fragmentos do caule ¢ da raiz fo-
ram coletadas, pesadas rapidamente e transferidas para
2ml de uma mistura contendo metanol: cloroférmio:
4gua (MCA, 12:5:1, v/v/v), a -15°C, e mantidas nestas
condigdes até o seu processamento analitico, seguindo
a metodologia relatada por Queiroz et al. (1992).

O exsudato foi coletado decapitando-se as plantas, a
2 cm, aproximadamente, da base do caule. Coletaram-
se conjuntamente os exsudatos dos xilemas de oito
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plantas, durante 20 minutos, por meio de pipetas capi-
lares, e foram transferidos para tubos imersos em gelo.
Adicionou-se uma gota (50ul) de toluenoxilenc
(1:1,v/v) ao exsudato, para evitar o desenvolvimento de
microrganismos. Seguiu-se o armazenamento do mate-
rial a -15°C, até o momento da andlise.

Determinou-se o nitrogénio total no exsudato do
xilema, submetendo-se aliquotas desse material a di-
gestdo sulfossalicilica (McClure & Israel, 1979), se-
guindo-se a avaliagfo do jon aménio pela reaglio com
fenol alcalino (Cataldo et al., 1974} e do nitrato, se-
gundo as técnicas indicadas por Cataldo et al. (1975).
O teor de N-orgénico foi obtido pela diferenga entre os
teores de N-total e de nitrato.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Observou-se nas folhas declinio gradual da
atividade da redutase do nitrato ao longo do peri-
odo luminoso, seguido por aumento da atividade
nas primeiras horas de escuro e, ao final deste, o
aparecimento de um pico (Fig. 1). Esse padrdo
ritmico assemelha-se aos resultados descritos em
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FIG. 1

Variagho na atividade da redutase do nitrato em folhas do cafeeiro Catual, ao longo
do ciclo fotoperiédico. Os pares de folhas foram numerados a partir do Apice do
ramo ortotrépico. O 42 par de folhas corresponde & "oretha-de-onca". Os simbolos
e barras indicam o valor médio de trés repeti¢des 1 s(m).
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cafeeiros da mesma idade por Cordeiro et al.
(1984) e Alves et al. (1985), independentemente
da temperatura e do fotoperiodo.

A variagio do teor de nitrato no 22 par de fo-
lhas (Fig. 2-A) nfo se correlaciona com as varia-
¢0es na atividade da enzima durante o periodo
luminoso, uma vez que se observon aumento no
teor de nitrato & medida que a atividade enzimé-
tica declinava. No entanto, entre 18 ¢ 24 horas, o
nitrato foliar decrescen concomitantemente com
um aumento na sua taxa de reduglio. A compara-
¢do entre as duas curvas (Figs. 1 ¢ 2-A) sugere
que o nitrato quantificado na folha reflete mais o
nitrato armazenado no vactiolo que o disponivel
para reduglio, ndo sendo possivel, nesse caso, es-
tabelecer uma relagio direta entre a taxa de redu-
¢do do nitrato e o teor de nitrato na folha.

O teor de agiicares soliveis totais na folha au-
mentou no periodo da manhi, alcangando um pa-
tamar entre 12 e 15h (Fig. 2-B), a semelhanga dos
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resultados obtidos por Carelli et al. (1990) em ca-
feeiros de 10 meses de idade. No periodo de escu-
ro, o teor de aglicares solaveis totais declinou, en-
quanto as taxas de redugiio do nitrato aumentaram
(Fig. 1}. A andlise desses dados permite levantar a
hipétese de que a atividade da redutase do nitrato
durante o periodo de luz nio foi limitada pelo su-
primento de carboidratos, mas pela sua oxidagiio
que produz NADH para a redugiio do nitrato a ni-
trito, por processos respiratérios (Lee, 1980).
Recentemente, Carelli et al., (1990), traba-
lthando com plantas jovens de café submetidas a
diferentes niveis de luz e de nitrogénio, observa-
ram que plantas cultivadas em pleno sol apresen-
taram menor atividade da redutase do nitrato que
plantas de sombra, embora apresentando altos te-
ores de agucares totais e de nitrato. Aqueles auto-
res levantaram a hipétese de que a redutase do ni-
trato em plantas de café utilizaria preferencial-
mente a encrgia gerada pela oxidago dos agtica-
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FIG. 2.

Variaglio nos teores de N-NO3 (A), e de agiicares solGveis totais (B) no 2° par de

folhas, e concentracio de N-NO; no exsudato do xilema (C) do cafeeiro Catuai, ao
longo do ciclo fotoperiédico. Em (A) e (B) os simbolos e barras indicam o valor
médio de trés repeticdes + s(m). Em (C) cada ponto refere-se 3 média da amostra

composta por oito plantas.
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res, a exemplo do que ocorre em tecidos nfo fo-
tossintetizantes. Desse modo, em pleno sol ocor-
reria menor taxa de oxidag3o de carboidratos, em
virtude da alta relagio ATP;ADP, e conseqiiente-
mente menor atividade da redutase do nitrato.
Comportamento semelhante poderiam apresentar
as folhas durante o dia, apresentando nesse perio-
do menor atividade da redutase do nitrato que a
noite.

Por outro lado, as flutuages na concentragio
de nitrato translocado no xilema (Fig. 2-C) mos-
traram-se semelhantes ds variag®es na redugdo do
nitrato nas folhas (Fig. 1), sugerindo que o influ-
xo de nitrato desempenha um papel mais impor-
tante na inducio da atividade enzimdtica na folha
que o nitrato previamente armazenado no vactio-
lo, conforme mostrado em outras espécies por
Shanner & Boyer (1976), Smirnoff et al. (1984) e
Gojon et al. (1991).

Com relagio as raizes, observaram-se também
variages diurnas na atividade da redutase do ni-
trato do nitrato (Figs. 3-A ¢ B), embora bem me-
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nos acentuadas que nas folhas (Fig. 1). O aumen-
to na atividade enzimdtica detectado nas ramifi-
cagles da raiz, no periodo de 12 s 18h, também
foi observado no teor de agucares solfiveis totais
no mesmo intervalo (Fig. 3-C), indicando possi-
velmente umna dependéncia da raiz, durante o dia,
em relagfio A translocagio de fotoassimilados.
Recentemente, experimentos conduzidos em ca-
feeiros Catuai, cultivados em condigdes semelhan-
tes 4s deste trabalho, por Queiroz et al. (1992),
demonstraram que a excisio da parte aérea, a re-
mogdo de folhas e o anclamento do caule causa-
ram declinio acentuado na atividade da redutase
do nitrato na raiz, confirmando a dependéncia do
sistema radicular de plantas jovens em relagio ao
suprimento de fotoassimilados.

A Fig. 3-C mostra também aumento no teor de
amido na raiz durante o periodo de luz, conse-
qiiéncia provavelmente de um fluxo maior de agi-
cares proveniente das folhas. A noite, o declinio
na concentragio de amido, paralelo 3 manutengio
de niveis médios de aglicares soluveis totais, pare-
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FIG.3. Variacio na atividade da redutase do nitra>~ na raiz primdria (A) e suas
ramificacdes {B) e nos teores de acgiicares soliveis totais (C), amido (C) e N-NO3,
(D) nas ramificacdes da raiz principal do cafeciro Catuai, ao longo do ciclo
fotoperiddico. Os simbolos e barras indicam o valor médio de trés repeticdes + s(m).
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ce ser conseqiiéncia da hidrélise do amido nesse
periodo, a qual forneceria substrato respiratéric

para atender, dentre outros processos, a demanda
de poder redutor para a assimila¢io do nitrato na
raiz.

O teor de nitrato na raiz, ao longo do dia
(Fig. 3-D), apresentou um incremento a partir das
15h, que se manteve durante o periodo de escuro,
0 que parece reflexo de uma maior taxa de absor-
¢do de nitrato nesse periodo.

A anidlise do exsudato do xilema, durante todo
o ciclo fotoperiédico (Figs. 4-A e B) revelou au-
mento gradual da relagio N-orginico/N-nitrico no
exsudato, alcangando um pico no final do periodo
de luz. Como nio se detectou a presenga de ions
aménio e nitrito na seiva do xilema (dados nio
apresentados), pode-se concluir que ¢ processe de
assimilagio do nitrato seja completo na raiz de
cafeeiros jovens. A predominincia do N-orginico
sobre a forma nitrica no exsudato tem sido utili-
zada geralmente como indicadora de alta eficién-
cia do sistema de redug¢do do nitrato na raiz (Pate,
1973, 1980). Contudo, a capacidade do sistcma
radicular para reduzir nitrato pode variar em fun-
¢do de fatores ambientais, tais como concentragio
de nitrato. Recentemente, Carelli & Fahl (1991),
trabalhando com cafeeiros cultivados em diferen-
tes niveis de nitrogénio, relataram que o aumento
da concentragdo de nitrato de 3,75 a 15,00mM,
induziu acréscimo na atividade in vive da reduta-
se do nitrato nas raizes, sem adigdo de nitrato no
meio de incubagio. Portanto, em plantas submeti-
das a baixas concentragdes de nitrato podem ocor-
rer limitagSes no processo de redugiio do nitrato.
No presente trabalho, no qual as plantas foram
mantidas em solugdo nutritiva contendo 10mM de
N-nitrato, € a atividade da redutase do nitrato foi
avaliada com a adi¢fio de nitrato ao meio, os da-
dos apresentados refletem mais o potencial dos
tecidos para redugdo do nitrato do que as taxas de
reduciio in situ.

Quanto 2 andlise da seiva do xilema, € possivel
que os compostos nitrogenados determinados se-
jam provenientes nio apenas de sintese recente na
raiz, mas também da mobilizagdo de reservas ou
da circulagdo via floema (Pate et al., 1965;
McClure & Israel, 1979; Rufty et al., 1982; Qaks
& Hirel, 1985). Segundo Radin (1977), a andlise
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do exsudato do xilema € limitada, uma vez que as
raizes exportam apenas o excedente de nitrogénio
€ que as taxas de absorgfio, redugfio e transporte
de nitrato podem ser alteradas apés remogdio da
parte aérea.

Com relagfio ao caule, observou-se baixa ativi-
dade enzimdtica e um ritmo praticamente cons-
tante de redugdo de nitrato durante o ciclo de 24
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FIG. 4. Variacio nos teores de nitrogénio orginico
e nitrico (A), e na relaglio nitrogénio
orginico/nitrogénio nitrico (B) no exsudato
do xilema do cafeciro Catuai, ao longo do
ciclo fotoperiddico. Os volumes de exsudato
(ul) coletados em cada tempo foram:
6h(37), 9h(89), 12h(20), 15h(33), 18h(12),
21h(20), 24h(25) e 3h(32).
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horas (Fig. 5-A), ndo havendo correlagio entre a
atividade enzimdtica ¢ as variagdes dos teores de
agicares soliveis totais (Fig. 5-B) e de nitrato
(Fig. 5-C) no mesmo periodo. Esse fato indica
mais uma vez que o caule é um 6rgfo essencial-
mente de transporte ¢ armazenamento temporario
de carboidratos.

Uma vez determinada a atividade especifica da
redutase do nitrato em toda a planta, estimou-se a
contribui¢io relativa de cada érgdo para a ativi-
dade total em fungio da hora do dia (Fig. 6).
Durante o periodo de luz, a contribui¢io maior foi
do sistema radicular, mixima em torno das 18h,
quando representou cerca de 70% do nitrogénio
reduzido pela planta. A participagdo das folhas
aumentou no periodo noturno, alcancando 54%
da atividade total as 6h. No entanto, no ciclo de
24 horas, a contribui¢fo dos dois principais sitios
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de redugio do nitrato foi a mesma, 50% aproxi-
madamente.

W cauLe

FOLHA

O raiz

804

TOTAL )

{% DA ATIVIDADE

%
.
Z
.
7
/
/
%
/
7
Z

IR
NRNNERINR RS
ANUURINNRNNR SR

[+1°3 12 18 24
HORA DO Dia
Contribui¢fio relativa de cada 6rgio para a
atividade da redutase do nitrato no cafeei-
ro Catuai, a0 longo do ciclo fotoperiédico.

FIG. 6.

e
=4 52}
= 164 B
Z L o
o = i
= Tos w3
ﬁ -?. ™ “gi
’é f\. c-2 é_lz.
o [Ted
Pl T T Ny
a3z \§ 10-L
[=]
g a, 8] T T T T 1 1 1 1 o} 1 ¥ T T 1 1 T T
E'—"" & 12 18 24 6 12 18 24
<
12 c
o 104

%

-

z E

8
L
¥ T T J— g '
6 12 18 24

HORA DO DIA .
FIG.5. Variagdo da atividade da redutase do nitrato no caule (A) e dos teores de acilicares soliveis totais
(B) e de n-—NO; (C) no 1° segmento do caule (C-F) do cafeeiro Catuai, ao longo do ciclo

fotoperiédico. Os simbolos e barras indicam o valor médio de trés repeticies * s(m). C-1:Caule
entre ¢ 12 ¢ 0 42 par de folhas; C-2: Caule abaixo do 42 par de folhas.
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