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RESUMO: A atividade da redutase do nitrato foi estudada em plantas de algodao (Gossypium hirsutum, L.),
cvs IAC 20 e IAC 13-1, submetidas a déficits crescentes de agua, e posterior recuperagdo da turgescéncia. A
atividade fisiologica das folhas, representada pela atividade da enzima, sofreu redugéo quando o y, foi menor
que -1,5 MPa. N&o ocorreram diferencas significativas entre os dois cultivares em relacéo ao estabelecimento
do estresse, nem tampouco quanto ao padrédo de recuperagao da turgescéncia em plantas estressadas. O
ensaio in vivo da atividade da redutase do nitrato mostrou ser um método sensivel para a avaliagdo do efeito
do estresse hidrico sobre o crescimento das plantas, constituindo-se em um parémetro indicativo do nivel
geral do metabolismo na planta.

Palavras-chave: Gossypium hirsutum, potencial total da agua

NITRATE REDUCTASE ACTIVITY IN COTTON PLANTS UNDER WATER
DEFICIT AND AFTER TURGESCENCE RECOVERY

ABSTRACT: The activity of the enzyme nitrate reductase was studied in cotton plants (Gossypium hirsutum, L),
cvs IAC 20 e IAC 13-1, subjected to increasing water deficits, and after turgescence recovery. The physiological
activity of the leaves, represented by the activity of the enzyme, was decreased for water potentials bellow -1.5
MPa. Cultivars were not statistically different. Nitrate reductase activity was a very sensitive method to evaluate
the effects of water stress on plant growth, being an indicative of plant metabolism.

Key words: Gossypium hirsutum, total water potential
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INTRODUCAO

Uma resposta fisioldgica particularmente sensivel
a reducdo do potencial da agua (J,) em plantas € a
alteragdo da sintese protéica, associada a estruturagao
dos polissomas e aos processos de transcrigdo e traducdo
(Morilla et al., 1973). Como consequéncia, algumas
enzimas que apresentam alta relagao sintese:degradacao,
como a redutase do nitrato (RN) (Meyers Junior et al.,
1986), exibem forte inibicdo a redugdo do Y. ARN é a
primeira enzima na via de assimilacdo do nitrato, e
provavelmente representa o passo limitante na
incorporacéo desse nutriente (Campbell, 1988). Em func¢éo
de sua importéncia, ela tem sido frequentemente utilizada
como indicadora de estresses e de outras mudancas
associadas aos fatores moduladores do crescimento das
plantas (Srivastava, 1980; Carelli et al., 1996). O déficit
hidrico € responséavel pela reducdo da atividade dessa
enzima em cevada (Huffaker et al., 1970; Bandurska,
1991), milho (Morilla et al., 1973), sorgo (Teare et al.,
1974), soja (Manam et al., 1977; Dong et al., 1995), trigo
(Heuer et al., 1979), café (Meguro & Magalhdes, 1983),
feijdo (Castrillo et al., 1990) e tabaco (Wang et al., 1996).

A capacidade de uma planta recuperar-se de
estresses de agua tempordrios e/ou prolongados, e
também a identificacdo da taxa desta recuperacgao, sdo de
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grande importancia para a producdo vegetal, pois estdo
ligadas a eficiéncia do uso da &gua pelas plantas e,
consequentemente, a produtividade agricola. Em
plantas de cevada estressadas, verificou-se que a
atividade da redutase do nitrato (ARN) recuperava-se
completamente 24 h apés a irrigacao (Huffaker et al.,1970).
Em plantulas estressadas de milho, houve completa
recuperacdo do g 6 h apds a irrigacdo com solugdo
nutritiva livre de nitrato (Morilla et al., 1973), sendo que
no mesmo periodo, a ARN também alcancou o nivel de
76% em relacdo ao controle.

Embora o algodoeiro apresente um alto grau de
tolerancia ao déficit hidrico em certos estadios do seu
desenvolvimento (Doorenbos & Kassam, 1979), em alguns
anos a producdo de algodado é afetada devido a esta
adversidade climatica. Ackerson et al. (1977) verificaram
que a ARN foi adversamente afetada em plantas de
algod&@o submetidas ao estresse hidrico. Observaram que,
ao meio-dia, quando o Y_na folha atingiu um valor 0,9 MPa
menor que nas plantas controle, a RN teve a sua atividade
reduzida para aproximadamente 30% dos valores
observados no tratamento controle.

O efeito das temperaturas do ar e da folha sobre
a ARN também pode ser avaliado utilizando-se a
metodologia das curvas de Arrhenius, que indicam
mudancas abruptas na energia de ativacdo que surgem
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devido a altera¢gbes na conformagdo da enzima ou na
natureza dos processos cinéticos (Silvius et al., 1978).

No Brasil, o cultivar IAC 20 foi o algodoeiro mais
cultivado nos udltimos anos, e é ainda utilizado no
melhoramento genético para obten¢do de novos materiais.
Em experimentos de comparacéo de materiais conduzidos
na década de 60, a variedade IAC 13-1 apresentou uma
certa toleréncia a seca, possivelmente em funcédo de que
a sua selecéo foi realizada sob séca (Inforzato & Fuzatto,
1967). No entanto, a magnitude dos efeitos da seca sobre
alguns parametros fisiolégicos de plantas de algodéo
cultivados na regido sul do Brasil é pouco conhecida.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracGes
da atividade da enzima redutase do nitrato em resposta
ao estabelecimento de um estresse hidrico crescente, e
também a recuperacdo da turgescéncia de plantas es-
tressadas dos cultivares de algodoeiro IAC 13-1 e IAC 20.

MATERIAL E METODOS

Plantas de algoddo (Gossypium hirsutum L.) dos
cultivares IAC 13-1 e IAC 20 foram utilizadas para
avaliacdo do comportamento da enzima RN.

Experimento 1 - Estabelecimento do déficit hidrico

As plantas foram cultivadas em casa de
vegetacdo, em 30 vasos de 5 L para cada cultivar,
contendo substrato formado por terra, areia e torta de
mamona (35:45:20), e um adequado suprimento de adubo
mineral, composto por salitre do Chile, super-fosfato triplo
e cloreto de potassio, recomendado por Malavolta et al.
(1974). Foram semeadas de seis a oito sementes por
vaso, e aos dez dias apds a emergéncia permaneceram
trés plantulas por vaso. Aos vinte dias procedeu-se a
raleacdo final, mantendo-se a planta mais vigorosa no
vaso. As plantas foram submetidas aos tratamentos
fitossanitarios normalmente preconizados para a cultura.

A partir da emergéncia, a cada dois dias as
plantas foram supridas com agua e a cada duas semanas
com 0.5 L de solugdo de Hoagland Y2 concentracdo. No
inicio do florescimento procedeu-se a Ultima irrigagao
normal. A partir dai, a cada dia fez-se a reposi¢ao de cérca
de 50% da &gua perdida por evapotranspiracéo, estimada
pela pesagem dos vasos, a fim de estender o periodo de
estabelecimento de deficiéncia hidrica (Marur, 1999).

Diariamente, a medida que as plantas
experimentavam menor disponibilidade de agua, trés
plantas de cada cultivar foram levadas para uma camara
de crescimento com ambiente controlado (Conviron), com
o fluxo de radiagdo fotossintéticamente ativa na altura do
apice das plantas de 550 pmolm?s™, temperatura do ar
no interior da cadmara de 26°C + 2°C e umidade relativa
do ar aproximadamente 65%. Duas horas e trinta minutos
ap6s a transferéncia das plantas para a camara
climatizada, os dois cultivares foram seguida e
alternadamente avaliados.
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Em cada planta, medicdes das temperaturas do
ar e da ultima folha verdadeira totalmente expandida, em
cada planta, foram realizadas com o termopar de uma
camara portétil de fotossintese LI-COR, modelo LI-6200.
Em seguida, a folha teve o peciolo seccionado com bisturi,
e imediatamente acondicionada em uma camara de
pressdo (PMS Instruments) para a avaliagdo do y_. Da
mesma folha foram ent&o coletados 6 discos com 11 mm
de didmetro, que foram cortados em tiras de 1 mm de
largura, por meio de um conjunto de I&minas paralelas. O
material foi transferido para frasco contendo 10 ml de 0,1
M tampdo fosfato, pH 7,5, 0,03 M KNO, e 1% 1-propanol,
infiltrado a vacuo por dois periodos de 5 minutos cada, e
incubado no escuro, por 60 minutos, em banho-maria a
30°C, com agitacdo constante (Radin, 1974). Apés a
incubagéo, aliquotas foram retiradas e nelas dosadas o
nitrito formado. Os discos foram recuperados do meio de
incubacdo e secos em estufa para a determinagdo da
matéria seca. A atividade da enzima foi expressa em
mmoles de NO, kg'MS h™. Os pontos foram definidos
numa relagdo X:Y e ajustados por meio de uma funcdo
clbica (Zullo Junior. & Arruda, 1986). Para a confec¢do
das curvas de Arrhenius, o logaritmo neperiano da ARN
foi plotado em func¢ao do inverso dos parédmetros tempera-
turas do ar e da folha, em °K. (Silvius et al., 1978). A
comparagao das linhas de regresséo dos cultivares foi feita
pelo método desenvolvido por Neter & Wasserman (1974).

O restante da folha usada para determinacéo do
Y, e da atividade da RN foi acondicionado em frasco de
vidro e mantido sob gélo. Ao final da coleta diaria, esse
material foi congelado e liofilizado. Posteriormente, as
amostras foram maceradas e levadas para extragdo em
metanol:cloroférmio:agua (12:5:3, v/viv), como descrito por
Bielesky & Turner (1966). Apds remocéo da clorofila por
separa¢cdo de fase, um volume da fase aquosa foi
evaporada, solubilizada em agua destilada e utilizada para
determinac&o de nitrato (Cataldo et al., 1975).

Experimento 2 - Recuperacédo da turgescéncia

Plantas dos dois cultivares foram cultivadas em
casa de vegetacdo, em vasos de 1 L contendo areia
lavada, e irrigadas periodicamente com agua destilada.
Quando as plantas encontravam-se no estadio de cinco
folhas (préximo ao inicio da formagédo do primeiro bot&o
floral), a irrigacéo foi interrompida para o estabelecimento
do estresse hidrico. O acompanhamento do
desenvolvimento do estresse hidrico foi feito diariamente
através da medicdo com a cdmara de pressdo. Quando o
. de algumas plantas amostradas se aproximou de -2,2
MPa, as plantas foram transferidas para camara de
crescimento com as mesmas condi¢cdes citadas
anteriormente. Duas horas e trinta minutos apés a
transferéncia, as folhas de 3 plantas de cada cultivar foram
coletadas para a estimativa da atividade enzimética. De
cada folha foram coletados 2 discos com 11 mm de
didmetro e procedeu-se, entdo, a mesma sequéncia
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descrita anteriormente para a anélise da ARN. Em seguida,
um lote de plantas, de cada cultivar, foi irrigado com agua
destilada e um outro com uma solu¢do 50 mM de salitre
do Chile, e a ARN avaliada aos 30, 60, 120 e 240 minutos
apos a irrigacdo. Em cada periodo de avaliacdo os dados
foram submetidos a analise de variancia, e o teste Tukey
foi aplicado para a comparacgéo das médias, utilizando-se
95% de nivel de confianga.

Entre as plantas irrigadas somente com agua
destilada, procedeu-se também a avaliagdo do ), durante
0 processo de recuperacdo da turgescéncia. O y_ foi
avaliado em intervalos de 5 minutos, alternadamente em
cada cultivar. Os valores de Y, em relagdo ao tempo foram
definidos numa relacédo X:Y e ajustados por meio de uma
fungo polinomial assimétrica (Pereira & Arruda, 1987). A
comparagao das linhas de regresséo dos cultivares foi feita
de acordo com Neter & Wasserman (1974).

RESULTADOS

Experimento 1 - Estabelecimento do déficit hidrico

A reposigdo diaria de cérca de 50% da agua
perdida por evapotranspiracdo estendeu o periodo de
estabelecimento da deficiéncia hidrica por dez dias.

O teste de comparagdo das curvas indicou ndo
haver diferenca significativa entre os dois cultivares, dai
a apresentacdo de uma Unica linha de regressao para
ambos os cultivares. Nota-se uma relacdo exponencial
entre os valores de ARN e y_ na folha compreendidos
entre -0,7 e -1,4 MPa e que valores de , abaixo de -1.5
MPa causaram inibigdo quase total da ARN (Figura 1).

Os niveis de nitrato nas folhas se mantiveram
entre 2 a 3 g kg*MS, o que indica um bom suprimento
desse nutriente (Ackerson et al., 1977).

As relacOes existentes entre a ARN e as
temperaturas da folha e do ar s&o mostradas como curvas
de Arrhenius (Figura 2). Com relagdo a temperatura da
folha (Figura 2-A), a alteracdo do padrdo de atividade
enzimatica ocorreu aproximadamente a 25 °C (valor obtido
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Figura 1 - Atividade da enzima redutase do nitrato (ARN) em dife-
rentes potenciais da agua na folha (), para os culti-
vares IAC 13-1 (7)) e IAC 20 (4). A linha refere-se ao
ajustamento de uma fungéo cubica, para ambas cultiva-
res.
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através das devidas transformacdes aritméticas). Com
respeito a diferenca entre as temperaturas da folha e do
ar observou-se, também, que a mudanca na inclinacdo da
curva de atividade enzimética deu-se quando aquela foi
de aproximadamente 0,1°C (Figura 2-B).
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Figura 2 - Atividade da redutase do nitrato (ARN) em diferentes
temperaturas da folha dos cultivares IAC 13-1 () e IAC
20 (A) (Figura 2-A), e em funcéo das diferencas entre as
temperaturas do ar e da folha (Figura 2-B). As linhas re-
ferem-se ao ajustamento de fun¢@es lineares (IAC 13-1,
linha tracejada; IAC 20, linha cheia)

Experimento 2 - Recuperacdo da turgescéncia

Em plantas estressadas e irrigadas somente com
agua, a ARN permaneceu praticamente estavel e bastante
inferior aquela obtida para as plantas supridas com
nitrogénio (Figura 3). Nas plantas supridas com nitrato a
enzima apresentou um aumento constante de atividade
durante os primeiros 120 minutos de reidratagcdo, quando
atingiu os valores maximos. Observa-se que a ARN no
cultivar IAC 20 foi ligeiramente superior que no IAC 13-1.

Os valores de , obtidos durante o periodo de
recuperacao da turgescéncia sdo mostrados na Figura 4.
Nos 30 minutos iniciais as plantas recuperaram cerca da
metade da energia potencial da dgua atingida ao final do
periodo de avaliagdo, com o g, nas folhas aumentando
de -2,1 para -1,3 MPa. Entre os 30 e 90 minutos a
recuperacgao foi mais lenta, com alteracdes de -1,3 a -0,85
MPa. Somente aos 150 minutos ocorreu a recuperacao
total do potencial da agua na folha, atingindo valores
préximos a -0,6 MPa. O teste de comparagao das curvas
indicou ndo haver diferenca entre os cultivares, dai a
apresentacéo de uma so linha de regressao.
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13-1 e IAC 20, em plantas deficientes ou supridas com
NO,.
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Figura 4 - Potencial da agua nas folhas () durante o periodo de
recuperagdo da turgescéncia, para os cultivares IAC 13-
1()) e IAC 20 (A). A linha refere-se ao ajustamento de
uma fung&o polinomial assimétrica, para ambos cultiva-
res.

DISCUSSAO

A sensibilidade da ARN foi observada durante o
estabelecimento do déficit hidrico, com significativa inibi¢éo
entre Y, na folha entre -0,7 e -1,4 MPa (Figura 1),
comportamento muito semelhante ao observado por
Manam et al. (1977) em folhas de soja. Em sorgo, a ARN
também foi substancialmente reduzida quando o g, na
folha aproximou-se de -1,5 MPa (Teare et al., 1974), e a
inibicdo da atividade foi observada em cevada quando o
g, atingiu -1,2 MPa (Huffaker et al., 1970). Meguro &
Magalhdes (1983), utilizando diferentes cultivares de
cafeeiro, observaram uma significativa reducéo da
atividade da enzima em valores de Y, entre -1,0 e -3,0
MPa e em milho foi observada uma reducéo de 98% na
ARN, quando o potencial da agua alcangou -1,2 MPa
(Becker e Fock, 1986).

O Y, na folha de -1,5 MPa, abaixo do qual ocorreu
paralisacdo quase total da ARN no presente trabalho, foi
similar ao observado por Marur (1999), onde foi verificada
paralisacdo da expanséo foliar nos mesmos cultivares.

Pelo conceito do balanco de energia, sabe-se que
a medida que o componente “calor latente de vaporizacéo”
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é diminuido, pode ocorrer um aumento do componente
“calor sensivel”. Sabe-se, também, que temperaturas da
folha maiores que temperaturas do ar indicam restricao na
disponibilidade de agua para a planta. Assim, a partir do
momento em que ndo existe mais diferenga entre as
temperaturas do ar e da folha, a tendéncia € o aumento
desta ultima, em funcdo do armazenamento de parte da
energia que incide no tecido foliar, e que ndo é mais
dissipada por transpiragdo. A Figura 2-B evidencia este
fato e mostra, alternativamente a medi¢cao do potencial da
agua na folha, que as diferencas entre as temperaturas
da folha e do ar também podem ser usadas para indicar
o efeito do estresse hidrico sobre a ARN.

Como os teores de nitrato nas folhas de algodéo,
durante o experimento de estabelecimento do déficit
hidrico, n&o variaram (permanecendo entre 2 a 3 g kg'MS,
mostrando haver bom suprimento desse nutriente), a
gueda na ARN parece ter ocorrido exclusivamente devido
aos valores decrescentes de _ na folha, que limitariam o
transporte do nitrato.

No processo de recuperacao da turgescéncia, 0s
dois cultivares ndo mostraram diferencas significativas
durante a retomada do .. Com relagdo a enzima, sua
atividade permaneceu inalterada e em nivel baixo nas
plantas deficientes de nitrato, enquanto que nas plantas
supridas com este nutriente foi apresentada uma taxa de
aumento constante durante os primeiros 120 minutos
(Figura 3). Entretanto, os valores maximos da ARN obtidos
pelas plantas supridas com NO, estiveram bem abaixo
daqueles obtidos em plantas em estado normal de
turgescéncia e bem supridas com NO, (Figura 1).
Experimentos com milho indicaram que a recuperagao da
ARN ocorreu aproximadamente 4 h apos as folhas terem
sido supridas com agua e nitrato (Shaner e Boyer, 1976),
e atingiram niveis de aproximadamente 50% da atividade
da planta controle. Também em milho, a irrigacao de
plantulas estressadas com solug&o nutritiva livre de nitrato
resultou em completa recuperacdo do Y, apos 6 h (Morilla
et al., 1973) e, ao final deste periodo, a ARN foi de 76%
em relagcdo ao controle. Durante este periodo ndo houve
alterac¢Bes nos conteudos de nitrato no tecido foliar, o que
levou os autores sugerirem que 0s niveis de nitrato nas
folhas estressadas foram suficientes para promover altas
ARN. Em cevada, Huffaker et al. (1970) verificaram que
sOmente 24 horas apdés a irrigacao de plantas estressadas
houve recuperacéo da ARN.

Segundo Sinha & Nicholas (1981), é possivel que
a inibicdo da ARN se constitua em um processo regulatério
na auséncia de crescimento ativo em plantas estressadas,
que evoluiu no sentido de conservar energia quando a
fotossintese é diminuida. Assim, como a conservacdo de
energia é um requisito essencial para a sobrevivéncia
durante o estresse, supde-se que uma rapida reducéo da
ARN se traduza numa vantagem metabdlica. No entanto,
seria importante que um cultivar apresentasse alta ARN
logo ap6s a recuperacao do estresse, para que a retomada
da sintese protéica ocorra rapidamente.
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