VARIACAO DA ATIVIDADE DA NITRATO REDUTASE NAS DIFERENTES
PARTES DA ALFACE CULTIVADA EM HIDROPONIA —SISTEMA NFT.

INTRODUCAO

O cultivo hidropbnico de aface tem crescido muito no Estado do Rio de Janeiro.
Concomitante, as pesquisas tem tentado acompanha-lo a fim de estudar problemas
relacionados com varias &reas, dentre elas, a Nutricdo Minera de Plantas. Nesta area, a
nutricdo nitrogenada tem sido o "carro-chefe" das pesquisas em hidroponia na Universidade
Federa Rura do Rio de Janeiro. Nos estudos com nutricdo nitrogenada, dentre os vérios
pardmetros analisados, a Atividade da Nitrato Redutase (ANR) tem se destacado,
principalmente em experimentos que envolvam absorgéo e metabolismo de nitrato e amonio,
por se tratar de um indicador de fluxo de NO3™ através do citoplasma celular e auxiliar na
avaliacdo do "pool" metabdlico.

Alguns trabalhos tem mostrado diferencas na ANR entre partes da planta, destacando,
normamente, parte aérea e sistema radicular (Li e Oaks, 1993). Ha registros também de
diferencas entre ANR de bainhas e folhas de Brachiaria sp (Fernandes et a., 1978). Em nivel
celular, Rufty et al. (1986), demonstraram haver uma compartimentalizacdo da Nitrato
Redutase em raizes, cujas células epidérmicas concentram a maioria da ANR, enquanto as
células do cdrtex e da endoderme praticamente ndo possuiam ANR.

O objetivo deste trabalho é detectar as diferencas na atividade da nitrato redutase nas
diferentes partes da aface a fim de determinar as posicdes adequadas para futuras
amostragens do tecido.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo com alface do tipo “crespa’ da
cultivar “Vera”. Foi utilizado um tratamento Unico, em solucdo nutritiva, com trés repeticoes.
Cada repeticao foi composta de dois canais de cultivo hidropdnico em NFT (10 plantas por
canal), um reservatorio (capacidade de 30 L) e uma bomba de 32 W para recirculacdo da
solucdo nutritiva . Doze dias apds 0 semeio (DAP) em espuma fendlica, as plantulas foram
transferidas para canais, recebendo a solucéo de Furlani (1998), a metade da forca ionica.
A0s 45 DAP, as plantas adultas coletadas, pesadas e separadas em 9 partes para as andlises de
atividade da nitrato redutase (ANR):

- limbo folha nova (limbo foliar da 3* folha do &pice para a base);

- limbo folha média (limbo foliar da 11* folha);

- limbo folha velha (limbo foliar da 172 folha);

- nervurafolhanova (nervura principa da 3% folha);

- nervurafolhamédia (nervura principal da 11° folha);

- nervurafolhavelha (nervura principal da 172 folha);

- caule externo (parte mais externa - profundidade menor do que 2 mm - do
caule);

- caule interno (parte mais interna - profundidade maior do que 2 mm - do

caule);
- raiz (terco mediano do sistemaradicular).

A massa fresca média das plantas foi de 320 g por planta. A determinacéo da atividade
da nitrato redutase foi adaptada de Ferrari et. a. (1973). O materia "picado” em tamanho de
particulas em torno de 2,0 mm foi homogeneizado para a retirada de uma porcéo de 0,2 g de
tecido fresco. O material foi incubado em solucgo tampao de fosfato de potassio a 0,1 mol L
com pH 7,5 contendo 20 pmol L de KNOs e 1% (v/v) de npropanol, numa temperatura de
30° C em banho-maria. Apds o tempo de incubacéo, foi retirada uma aliquota de 0,4 mL para
a andlise de nitrito. A coloracdo foi obtida por adicdo de 0,3 mL de sulfanilamida a 1% (p/v)
em HCl a3 mol L e 0,3 mL de N-(1-naftil)-etilenodiamino dihidroclérico a0,02% (p/v), e a
absorbancia foi determinada a 540 nm para conversdo a nitrito através da curva padréo.



Inicialmente, foi realizado um teste para avaliar o tempo de incubagéo, variando de 30 a 60
minutos Figura 2). Para as comparagOes entre as partes da planta, foram utilizados 45
minutos de incubagéo.

Os dados de ANR foram transformados por V(x) para fins de andlise de variancia e
comparacao de médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Figura 1. Foto do sistema hidroponico NFT.
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Figura 2. Teste de tempo de incubacdo para determinacdo da atividade da nitrato
redutase (ANR). As barrasindicam desvio padr &o.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dados obtidos so mostrados na Flgura 3. Em geral, os valores de atividade da

nitrato redutase estiveram abaixo de 1 pmol g h em todas as partes da alface, alcangando o
maximo no I|mbo da folha nova, 0,89 umoi g* h' , eo m|n|mo na parte interna do caule,
0,033 umol g! h' . Vaores de ANR abaixo de 1 umol g* k! foram encontrados em
Brachiaria sp. cultivada em sol ucdo nutritiva por Fernandes et al. (1978), tanto para folhas



quanto para bainhas. No entanto, para outras culturas, valores maiores do que 1 pmol g* ht
podem ser encontrados, como por exemplo, Paspalum notatum cultivado em solo (Bendix et
al., 1982). Em cultura axénica, células de tabaco podem atingir niveis bastante elevados, em
torno de 8 pmol gt h! (Li e Oaks, 1993).

Pelos dados mostrados na Figura 3, pode-se notar uma diferenca significativa na ANR
entre os tecidos mais jovens, limbo da folha nova e parte externa do caule, e os tecidos mais
velhos, de todas as outras partes, com excegcéo do tecido da nervura central da folha nova,
também considerado tecido jovem. Esses resultados mostram que a ANR € meis elevada em
regides de intensa atividade metabdlica, e que, de uma certa forma, também apresentam maior
fluxo de nitrato através do citoplasma das células, onde situa-se o "pool” metabdlico de NO3-
que, consequentemente induz a ANR (Ferrari et al., 1973).

A ANR da parte externa do caule foi bem maior do que a parte interna, mostrando que
ha maior inducéo de ANR nas células superficiais, e provavelmente, compartimentalizacdo do
complexo enzimético de reducdo do nitrato. Evidéncias de compartimentalizagdo da nitrato
redutase em diferentes células tanto em raizes como em folhas foram observadas em milho
(Rufty et al. 1986), mostrando que a ANR nas células da epiderme e do cortex radicular
possuem atividade bem mais elevada do que as células endodérmicas e xileméticas. A
compartimentalizacdo da nitrato redutase € mais evidente quando se observa que na nervura
da folha nova a ANR foi significativamente baixa, apesar do inevitavel fluxo de nitrato em
direcéo ao limbo foliar.

O presente trabalho mostra a importancia da amostragem para a determinacéo da ANR
na aface, pois regides proximas podem conter atividades bem diferentes. Neste caso,
aplicam-se os dois exemplos. a diferenca significativa na ANR entre a parte externa e interna
do caule, e entre o limbo e a nervura da folha nova. Recomenda-se, portanto, novos trabal hos,
precisando a atura de amostragem no caule, em relagdo a proximidade com o dpice da planta,
e as diferencas nos vérios estadios de desenvolvimento da planta, como forma de
proporcionar comparabilidade entre plantas sob diferentes tratamentos.
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Figura 3. Variacdo da atividade da nitrato redutase (ANR) nas varias partes da alface
em cultivo hidroponico. Letras iguais ndo diferem ao nivel deP = 5%.
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