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Efeito da Proporcdo NH, */
NO. na Distribuicao de
Nitrato e na Atividade in
vitro da Redutase do
Nitrato em Plantas de
Panicum maximum

Solange R. M. Andrade’; R. Sant’Anna?;
J. Cambraia®; Paulo R. Mosquim*

Resumo - O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da nutricdo nitrica e
amoniacal na distribuicao de nitrato e na atividade /n vitro da redutase do
nitrato em plantas de capim coloniao (Panicum maximum Jacq). As plantas
receberam 7 mM de nitrogénio nas forma N-NH,*, N-NO, ou combinadas nas
seguintes proporcdes 0/100, 25/75, 560/50, 75/25 e 100/0. A extracéo
enzimatica foi feita em Tris-HClI 50 mM pH 7,5, EDTA 0,5 mM e b-mercaptoe-
tanol 10 mM, e para o ensaio utilizou-se 200 mmoles de Tris-HCI pH 7,5,

20 mmoles KNO_, 0,1 mmol NADH e 0,1 mL de Triton X-100 1% no volume
final de 2,0 mL. A concentracao de nitrato foi levemente superior na parte
aérea quando as plantas receberam ambas as formas de nitrogénio, e na raiz
esta decresceu com o aumento da proporcdo de amodnio. A atividade in vitro de
redutase do nitrato sé foi observada nas folhas e foi maior quando as plantas
receberam ambas as formas de nitrogénio. Os resultados sugerem um efeito
estimulador do aménio no transporte de nitrato e na atividade da redutase do
nitrato quando NO_" esta presente.

Termos para indexacdo: assimilacdo de nitrogénio, nitrato, aménio, Panicum
maximum.

Bi¢l., Dr., Embrapa Cerrados, solange@cpac.embrapa.br

Eng. Agron., Ph.D., Universidade Federal de Vicosa

Eng. Agrén., Ph.D., Universidade Federal de Vigcosa, cambraia@ufv.br
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Effect of NH,*/NO_
Ratio on Nitrate
Partition and in Vitro
Nitrate Reductase
Activity in Seedlings
of Panicum maximum

Abstract — The aim of this work was to study the effects of nitric and ammonia-
cal nutrition on the nitrate partition and in vitro activity of nitrate reductase in the
Panicum maximum seedlings. Seedlings received 7 mM of nitrogen in

NH,*-N or NO_-N or both forms in the following ratios 0/100, 25/75, 50/50,
75/25 and 100/0. Enzyme extraction was done in Tris-HCl 50 mM pH 7.5,
with EDTA 0,5 mM and b-mercaptoetanol 10 mM, and the assay was carried
out in 200 mmoles of Tris-HCI pH 7.5, 20 mmoles KNO,, 0.1 mmol NADH and
0,7 mL Triton X-100 1% in a final volume of 2,0 mL. The nitrate concentration
was slightly higher in shoots that received both forms of nitrogen, while in
roots it decreased with the increase of ammonium proportion. In vitro activity
of nitrate reductase was only observed in the leaf, and was biggest when the
seedlings received both forms of nitrogen. The results suggest an stimulatory
effect of ammonium in nitrate transport and in the reductase nitrate when
nitrate was present.

Index terms: nitrogen assimilation, nitrate, ammonium, Panicum maximum.
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Efeito da Proporcdo NH,+ / NO, na Distribuicgo de Nitrato...

Introducao

O nitrogénio é um elemento essencial para os vegetais por ser constituinte de
biomoléculas importantes para o desenvolvimento das plantas. Ocorre nos solos
principalmente nas formas nitrica (NO,) e amoniacal (NH,*). Ambas as formas
podem ser absorvidas pelas plantas em taxas e em proporcdes dependentes da
espécie, estagio de desenvolvimento, disponibilidade de carboidratos, pH do
meio e fatores do ambiente (Beevers, 1976; Deane-Drummond & Glass, 1983;
Takacs & Tecsi, 1992).

O nitrato absorvido, em geral, é translocado, via xilema, para a parte aérea, onde
esse ion pode ser armazenado ou reduzido, no entanto algumas espécies
reduzem o nitrato no sistema radicular (Oaks, 1982; Rufty et al., 1986). A
redutase do nitrato RN é a enzima chave reguladora desta assimilacao, e sofre
regulacao pelo nitrato, pelo amonio e por alguns metabdlitos resultantes da
assimilacdo de ambos (Hoff et al., 1992; Sttit & Krapp, 1999). A quantidade de
redutase do nitrato ativa in vivo é determinada por diversas condicées do meio
ambiente, como luz, concentracao de nitrato e de amoénio nos solos, e por
fatores internos como disponibilidade de metabdlitos para a planta (Andrews,
1986; Loyola-Vargas & Jimenez, 1984; Wakhaloo & Staudt, 1988). Alguns
trabalhos demonstram que o aparecimento da atividade enzimatica é precedido
por um aumento na sintese do RNA mensageiro da redutase do nitrato

(Hoff et al., 1992; Kleinhofs et al., 1989).

O nitrato pode induzir a atividade da redutase do nitrato (ARN) por um aumento
da sintese “de novo” da proteina ou por ativacdo da proteina redutase do
nitrato (PRN) pré-existente (La Haba et al., 1988; Oaks et al., 1982; Srivastava,
1980; Sttit & Krapp, 1999). Remmler & Campbell (1986) demonstraram que
ocorreu um aumento da PRN em folhas de milho quando nitrato foi adicionado
ao meio nutritivo, seguido de um incremento da ARN. Toamye & Tabaco também
apresentaram um aumento da transcricao do gene Nia, que expressa a PRN, na
presenca de nitrato e luz (Sttit & Krapp, 1999). Porém, tem sido relatado que o
“pool” celular de nitrato ndo esta, necessariamente, correlacionado com a
atividade da RN (Nambiar et al., 1988; Sechley et al., 1992). Estudos com
células isoladas ou com protoplastos de diferentes espécies vegetais, mostram

que de 58% a 99% do nitrato total é estocado no vacuolo (Oscarson et al.,
1987). Mesmo se grandes acréscimos sao feitos para a reducao e troca vacuo-
lar, parece que o fluxo do tonoplasto e plasmalema mantém uma
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Efeito da Proporcdo NH,+ / NO, na Distribuicgo de Nitrato...

concentracado citoplasmatica suficiente para a saturacdo da RN (Oscarson et al.,
1987), sendo a taxa de fluxo decisiva para a atividade RN (Hoff et al., 1992).
Assim, alguns autores acreditam que o acumulo de nitrato no vacuolo, evidenci-

ado em vaérias espécies, s6 ocorre apods a saturacao da enzima redutase do
nitrato (Lewis et al., 1982a) . Segundo Jones & Sheard (1975), citados por
Nambiar et al. (1988), apenas pequena quantidade de nitrato é necessaria para a
inducdo da RN, ocorrendo o contrario para a sua estabilizacdo. Existem evidénci-
as demonstrando que a ativacao da RN é mediada por sinais de acucar (Sttit &
Krapp, 1999), a assimilagcao de nitrato é acompanhada por um aumento na
sintese de 2-oxoglutarato, malato e outros acidos organicos necessarios para a

sintese de outros aminoacidos (Sttit & Krapp, 1999).

O aménio, por sua vez, pode apresentar desde efeito inibidor até efeito estimu-
lador dessa enzima (Srivastava, 1980). A atividade redutase do nitrato parece
ser afetada pelo amdnio por meio da reducdo na absorcao de nitrato, ou por
interferéncia com sua sintese e degradacdo ou degradacao por modulacéao fisica
ou ainda por inducéo da sintese de proteina regulatéria especifica para a RN
(Srivastava, 1980; Sttit & Krapp, 1999). Os efeitos estimuladores podem ser
devidos ao favorecimento da sintese da proteina redutase do nitrato (PRN), ou
mesmo pela sintese de uma proteina reguladora especifica da redutase do
nitrato (Remmler & Campbell, 1986; Oaks et al., 1982; Sihag et al., 1979).
Datta et al. (1981) observaram que o amdnio estabiliza a atividade da RN em

folhas de trigo, por meio de algum mecanismo /in vivo ainda nao identificado.
Segundo Oaks (1982) adicao de nitrato e amodnio, quando comparado com
adicao Unica de nitrato, geralmente aumentam os niveis de RN em raizes e
folhas de plantulas.

O objetivo do trabalho foi estudar os efeitos da propor¢céo NH,*/NO, na
atividade /n vitro da redutase do nitrato e na distribuicdo de NO,” em plantas de
capim colonido cultivadas hidroponicamente em camara de crescimento.

Material e Métodos

Obtencao do material vegetal

Sementes de Panicum maximum cv. Vencedor foram esterilizadas em hipoclori-
to a 5% por 5 minutos, lavadas em agua estéril, semeadas em areia autoclava-
da e irrigadas com agua até a germinacao. Durante os 10 primeiros dias apds a
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Efeito da Proporcdo NH,+ / NO, na Distribuicgo de Nitrato...

germinacdo, as plantulas foram irrigadas, a cada trés dias, com uma solucao
nutritiva contendo 100% de nitrato (1/3 forca e pH 5,5), especificadas na
Tabela 1, e com agua desmineralizada nos demais dias. No décimo primeiro dia,
grupos de trés plantulas foram transferidos para vasos plésticos, pintados
externamente de preto, contendo 1,5 L da mesma solucao nutritiva utilizada na
irrigacao e sob arejamento continuo. As plantas foram cultivadas nessa solucéo
nutritiva, em camara de crescimento, a temperatura de 25 °C = 2 °C, fotoperi-
odo de 16 horas e irradiancia de aproximadamente 250 mmol fétons.m2.s™",
durante 15 dias, com ajustes diérios do pH para 5,5. A cada trés dias, acres-
centou-se a solucdo 1,5 mL de FeEDTA. No sétimo dia , procedeu-se a renova-
cdo da solugdo nutritiva. Apés 25 dias da germinacao, as plantas foram
submetidas as solugdes nutritivas de tratamento contendo 7 mM de nitrogénio,
sob as formas nitrica e amoniacal, conforme as propor¢cdes especificadas na
Tabela 1. As solucdes foram renovadas apds um periodo de 48 horas e, quando
completaram 96 horas, procedeu-se a coleta do material.

Foram feitas trés e quatro repeticdes, respectivamente para a determinacéo do
concentracdo de nitrato e da atividade enziméatica.

Tabela 1. Composicao das solucdes nutritivas utilizadas nos experimentos.

Ca(NO,) 1,04 2,5 1,7 - - -
NH,NO, 1,00 - 1,8 3,6 1,8 -
KNO, 0,80 2,5 - - - -
KH,PO, 1,00 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
KCI 0,93 2,2 2,2 2,2 2,2 -
MgSO, 0,60 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
CaCl, 1,00 - 0,7 2,5 2,5 2,5
NH,CI 2,38 - - - 1,5 3,0
Micronut. 1,00 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
FeEDTA 1,00 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Fonte: Clark, 1975.
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Determinacédo do N-nitrico

As plantas foram removidas da solugdo nutritiva, subdivididas em parte aérea e
sistema radicular e pesadas para a determinacdo da matéria fresca. Parte desse
material foi utilizada para a determinacdo do peso da matéria seca, e o restante
foi fragmentado, imerso em etanol 80% fervente e armazenado em congelador
a -20 °C, para processamento posterior.

O material imerso em etanol 80% foi homogeneizado (homogeneizador Marconi
TE 102) até a obtencédo de polpa fina. Seguiram-se mais 4 extracdes sucessivas
com etanol a 80%, em banho maria em ebulicdo, durante uma hora cada. Apés
cada extracdo, o material foi centrifugado a 15.000 g, durante 10 min. Os
extratos alcodlicos foram combinados, sendo o etanol eliminado por evaporacao
a vacuo, a temperatura de 45 °C. Em seguida, procedeu-se a remocéo dos
pigmentos e lipidios, por meio de quatro extracées sucessivas com igual volume
de cloroférmio, em funil de decantacéo. A fase aquosa foi evaporada a vacuo, a
45 °C, até a secura. O residuo foi dissolvido em 10 mL de dgua desmineraliza-
da, seguido de uma centrifugacao a 15.000 g, durante 15 min, e filtracdo em
papel Whatman n° 1. Esse extrato aquoso (extrato ) foi congelado a -20 °C até
o processamento posterior (Wang & Waygood, 1962).

O N-nitrico foi determinado no extrato I, em ensaio colorimétrico, por meio da
reacao de nitracao do acido salicilico, conforme protocolo de Cataldo et al.
(1975).

Determinacdo da atividade Redutase do Nitrato (RN)

O extrato enzimatico bruto foi obtido por maceracédo de cerca de 1 g de tecido,
em almofariz de porcelana, em 10 mL do seguinte meio de extracdo: tampao
Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, EDTA 0,5 mM e b-mercaptoetanol 10 mM (Dougall,
1974). Ap¢s filtragéo através de 4 camadas de gaze, o homogeneizado foi
centrifugado a 15.000 g, durante 15 min. Utilizou-se o sobrenadante como
extrato bruto para a determinacao da atividade enzimatica. Todos os
equipamentos e todas as solucdes foram mantidos entre as temperaturas

de 0 °C a 4 °C.

Para a determinacdo da atividade da redutase do nitrato (ARN), adicionou-se
0,2 mL do extrato enzimético bruto a 1,8 mL de um meio de reacao constituido
de 200 mmoles de tampé&o Tris-HCI pH 7.5, 20 mmoles de KNO_, 0,1 mmol de
NADH e 0,1 mL de Triton X-100 1% (Lewis et al., 1982b). Apds a incubacéao
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Efeito da Proporcdo NH,+ / NO, na Distribuicgo de Nitrato...

da mistura a temperatura de 30 °C, durante 30 minutos, a reacao foi interrompi-
da pela adicao de 1,0 mL de sulfanilamida 1% em HCI 3 N e para a reacao de
cor acrescentou-se 1,0 mL de N-naftiletilenodiamino 0,01% (Ingemarsson et al.,
1987a). Determinou-se o nitrito produzido pela medicdo de absorvancia a 540

nm (Jaworski, 1971), expressando-se a atividade enzimatica em mmoles de NO,

.g"MS.min".
Resultados e Discussao

A maior atividade da redutase do nitrato (ARN) nas folhas foi observada quando
houve combinacdo de nitrato e aménio, atingindo seu apice na proporcdo 50/50,
sugerindo um efeito estimulador do NH,* na atividade da RN quando na presenca
de NO, (Figura 1). Esses resultados sdo corroborados por alguns autores que tém
relatado efeito estimulador do aménio sobre a ARN (Oaks, 1982; Oaks et al.,
1982; Skoczek, 1992). Skoczek (1992) determinou que NH,NO, estimula a ARN
de folhas de cevadas. Oaks et al. (1982) determinaram em folha de milho, que o
NO, é responsével pela inducdo do precursor da PRN e em altas concentracdes
pela ativacdo desse precursor. A adicdo de NH,* ao sistema, também, permite a
inducéo do precursor PRN e o desenvolvimento da ARN, resultado semelhante foi
encontrado por Sihag et al. (1979) em folha de ervilha. Segundo Srivastava
(1980) o amodnio estimula a ARN por meio de um aumento na concentracéo de

aminodcidos, devido a detoxificacdo de aménio do meio externo, havendo,
consequentemente, um aumento da concentracdo de proteinas, entre elas a PRN.
Tal hipétese foi comprovada por Campbell & Remmler (1986), que trabalhando
com milho, demonstraram que NH,NO, foi tdo ou mais efetivo que KNO, no
estimulo da sintese de PRN. Além disso, tem sido relatado que a RN de plantas
cultivadas em NH,NO, é mais resistente a extracéo e a purificacdo do que aquelas
que foram cultivadas somente em NO,” (Datta et al., 1981).

Neste experimento observou-se que houve uma tendéncia de crescimento da
concentracdo de nitrato na parte aérea, quando ambas as formas de N estavam
presentes, seguida de queda quando da presenca de 100% de NH,*. Silveira &
Sant’Anna (1988), trabalhando com capim colonido em casa de vegetacéo,
encontraram resultado semelhante. Isso nao significa uma contradicao pois,
segundo alguns autores (Nambiar et al., 1988; Oscarson et al., 1987; Hoff et
al., 1992) o “pool” celular de nitrato ndo estd necessariamente relacionado com
a atividade da RN. Tais resultados sugerem que houve uma saturacdo da RN da
folha e acumulo de nitrato no vacuolo para posterior utilizacao conforme
descrito por Lewis et al. (1982b).
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200 4
180 4
160 4
140 +
120 4
100 +

80 1

60 + —— Y=100,2571 + 365,9429X - 425,1429X?; R?= 0,9661
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0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Proporgéo de NH

Figura 1. Efeito da proporcdo de aménio na atividade da redutase do nitrato em folhas

de Panicum maximum cv. Vencedor cultivadas em solucdo nutritiva.

Tabela 2. Concentracdo de nitrato na parte aérea e sistema radicular de plantas
de Panicum maximum cv. Vencedor submetidas a diferentes proporgcdes
amonio/nitrato.

0/100 11.99 18.44 12.81
25/75 13.18 14.02 13.29
50/50 13.13 12.98 13.05
75/25 12.02 13.13 12.15
100/0 3.87 4.29 3.92

A concentracao de nitrato na planta inteira permanece praticamente constante em
todos os tratamentos havendo queda somente a 100% de NH,* (Tabela 2) Isso
sugere um estimulo da absorcéo e translocagdo de NO, pelo aménio a fim de
repor aquele que foi reduzido, conforme detectado por Silveira et al. (1985) e
relatado por Cox & Reisenauer (1973). O transporte de nitrato para a parte aérea
pode estar envolvido com o aumento da ARN, uma vez que o fluxo de nitrato
desempenha funcao maior no controle da atividade da RN do que o contetdo
celular do mesmo (Nambiar et al., 1988; Hoff et al., 1992).
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Efeito da Proporcdo NH,+ / NO, na Distribuicgo de Nitrato...

A queda da atividade da RN, observada a partir de 50% de amdnio na solucao
nutritiva (Figura 1), pode ser resultado da diminuicdo da concentracédo externa de
nitrato, uma vez que esse anion é um dos principais fatores que controlam a
atividade da RN (Srivastava, 1980). Evidentemente, ndo se pode descartar a

possibilidade de o aménio estar atingindo uma concentracéo intracelular elevada
o suficiente para causar toxidez a planta. Uma vez que a toxidez do aménio
provoca reducdo na sintese protéica e de amido, além de desacoplar a fosforila-
cao em cloroplastos (Lea & Fowden, 1975).

A presenca de nitrato nas plantas tratadas com 100% de aménio é, provavel-
mente, devido ao pré-tratamento com uma solucdo 100% de nitrato. Sendo
que a RNA encontrada nessas plantas indica que esse nitrato esta sendo
redistribuido a medida que é necessario.

No sistema radicular pode-se observar uma queda na concentracao de nitrato
quando se passa da proporgdo 0/100 NH,*/NO, para 25/75, que se manteve
similar até 75/25, caindo bruscamente a 100/0 (Tabela 2). Nao se detectou
ARN /n vitro na raiz o que sugere incapacidade, ou capacidade extremamente
baixa, das plantas em assimilar nitrato nessa parte da planta (Andrews, 1986;
Nambiar et al., 1988) ou presenca de proteases especificas liberadas no extrato
radicular (Ingemarsson et al., 1987b).

Conclusoes

1. A concentracado de nitrato na parte aérea é superior nas plantas que rece-
bem ambas as fontes de nitrogénio, e no sistema radicular houve tendéncia
de decréscimo quando da presenca de amodnio.

2. A atividade in vitro da RN é detectada somente na parte aérea com aumen-
tos significativos quando lhe sdo fornecidas ambas as fontes de nitrogénio,
0 que indica certa acdo estimulatéria do ion aménio na atividade da enzima.

3. A alta concentracdo de nitrato na parte aérea indica que houve saturacao
dessa enzima pelo seu substrato.
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