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RESUMO: As cucurbiticeas abrangem espécies de importincia para o Nordeste brasileiro, dentre elas o melao,
a melancia e o pepino sio as que possuem maior expressividade de cultivo. O sistema de producdo dessas
hortalicas requer a presenga de nitrogénio, que, sendo que a reducio do nitrato por meio da atividade da
redutase do nitrato no citosol da célula é uma parte importante do processo de incorpora¢io do N em
aminoacidos. Contudo, as metodologias utilizadas sdo diversas e aplicadas em diversas culturas de forma geral,
havendo a necessidade de uma maior especificidade. O presente trabalho teve como objetivo padronizar as
condi¢coes mais apropriadas para a determinagdo da atividade da RN, i vivo, no tecido foliar de melancia, meldo
e pepino. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em fatorial 3x3,
compreendendo trés metodologias 2z vivo e trés propostas de infiltracio do material vegetal (banho-maria, estufa
e a vacuo), com quatro repeticées. As plantas foram conduzidas em casa de vegetacdo e os tecidos foliares
completamente expandidos foram coletados, apés 20 dias da germinacgdo, para a condugdo dos métodos
enzimaticos e avaliar a atividade da enzima redutase do nitrato (NR). Os resultados obtidos demonstraram que
a maior atividade da NR no tecido foliar de melancia e meldo foi obtida utilizando a Metodologia 1 submetido
20 vacuo, enquanto que para o pepino o melhor ensaio foi o Metodologia 2, quando também submetido ao
vacuo.

Palavras-chave: nitrogénio; metabolismo; enzimologia.
Optimization of in vivo test conditions of nitrate enzyme reductase in Cucurbitacea

ABSTRACT: Cucutbits include species of importance to the Northeast of Brazil, among them melon,
watermelon and cucumber are those that have the most expressive cultivation. The production system of these
vegetables requires the presence of nitrogen, which, whereas the reduction of nitrate through the activity of
nitrate reductase in the cell's cytosol is an important part of the process of incorporating N into amino acids.
However, the methodologies used are diverse and applied in different cultures in general, with the need for
greater specificity. The present study aimed to standardize the most appropriate conditions for determining the
activity of RN, in vivo, in the leaf tissue of watermelon, melon and cucumber. The experiment was conducted
in a completely randomized design in a 3x3 factorial, comprising three in vivo methodologies and three
proposals for infiltration of plant material (water bath, greenhouse and vacuum), with four replications. The
plants were conducted in a greenhouse and the fully expanded leaf tissues were collected, after 20 days of
germination, to conduct the enzymatic methods and evaluate the activity of the nitrate reductase (NR) enzyme.
The results obtained demonstrated that the greatest activity of NR in the watermelon and melon leaf tissue was
obtained using Methodology 1 submitted to vacuum, while for cucumber the best test was Methodology 2,
when also submitted to vacuum.

Keywords: nitrogen; metabolismo; enzimology.

1. INTRODUCAO

Cucurbitaceae ¢ uma familia botanica que se destaca pelo
significativo cultivo e comércio, com ocorréncia e
distribuicio em varias regides do mundo. Possui cerca de
1000 espécies, incluindo indmeras culturas, como pepino
(Cucnmis sativus), melancia (Citrullus lanatus), meldo (Cucumis
melo), (SCHAEFER; RENNER, 2011a,b; RENNER;
SCHAEFER, 2016). Segundo Chomicki et al. (2019), 10
espécies sao de importancia econdmica mundial, cultivadas
globalmente e sdo consideradas 'grandes culturas', entre elas,
a melancia, pepino e melao.

Na regiao Nordeste, principalmente no polo agricola do
Submédio do Vale do Siao Francisco, tanto o melio como a

melancia possuem grande representatividade, uma vez que a
respectiva produgdo destas olericolas, nesta regido, no ano de
2017, correspondeu a 95,2% e 28,6% da producio brasileira
(IBGE, 2017).

O sucesso de produtividade esta associado, entre outras
condi¢bes, ao manejo nutricional adequado para cada
cultivar, normalmente os nutrientes mais fornecidos nas
adubac¢bes sdo nitrogénio, fésforo e potdssio e os mais
acumulados ao final do ciclo sao o potassio, nitrogénio e
calcio. Dessa forma, é importante avaliar a dinamica de
absor¢ao do nitrogénio pela planta de modo a evitar a
demasia ou a caréncia no solo (PORTO et al., 2012).
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Assim, o conhecimento do mecanismo de transporte e
sinalizagdo de nitratos é uma forma de estratégia para
melhorar a eficiéncia da utilizacdao de nitrogénio, reduzir os
custos de insumos agricolas e aliviar os impactos ambientais
(WANG, 2018), sobretudo diante do fato de que muitas
vezes menos de 50% do fertilizante de nitrogénio aplicado as
culturas é realmente utilizado pelas mesmas (YANG et al,,
2010).

O nitrogénio (N) é o elemento fundamental no
metabolismo  vegetal e requerido pelas plantas em
quantidades maiores do que qualquer outro elemento
mineral. Isto porque ¢é constituinte de muitos compostos
estaveis, incluindo os inorganicos, como o gas dinitrogénio

(N,), sais de amoénio (NH4+) e sais de nitrato (NOj) e
organicos, como proteinas e 4cidos nucléicos (BLOOM,
2015). Esse mesmo autor relata que as plantas superiores
absorvem N do solo nas formas de amoOnio ou nitrato,
provenientes, principalmente, da mineralizagdo da matéria
organica pelos microrganismos, e de uréia, através da
aplicacio de fertilizantes quimicos, ainda assim, sob
condi¢oes aerébicas, o nitrato é a forma predominante de
nitrogénio no solo.

Nos solos aerébicos, a principal forma de N inorganico
¢ o nitrato. Para muitas plantas, pouco nitrato ¢ absorvido
pelas raizes e assimilado pelas mesmas, pois a maior parcela
¢ transportada para a parte aérea, onde ¢é primeiro reduzido a
nitrito pela Nitrato Redutase, no citoplasma. Assim, estudos
que avaliam a absorcdo e assimilacio de N na forma nitrica,
necessariamente avaliam a atividade dessa enzima (XU
MILLER, 2012).

Dentro da célula, o nitrato é primeiramente reduzido a
nitrito pela enzima citossélica Redutase do Nitrato (RN),
sendo este o passo limitante na via de assimilagdio. Em
seguida, o nitrito gerado ¢ transportado para o cloroplasto
por sistemas especificos, onde a enzima Nitrito Redutase
(NIiR) catalisara o processo de reducio do nitrito a amonio, o
qual finalmente serd incorporado as cadeias carbonicas
mediante a geracdo de glutamato através do ciclo da
Glutamina Sintetase (GS)/Glutamato Sintetase (GOGAT)
(SANZ-LUQUE et al., 2015). Em resumo, a assimilacao de
nitrato ocorre por uma via linear simples, englobando
dois transportes (de nitrato e de nitrito) e duas etapas de
reducio (envolvendo NR e NiR) (CHAMIZO-AMPUDIA et
al.,, 2017).

Além do seu papel como nutriente, o nitrato também ¢é
um sinal importante para respostas moleculares, metabodlicas
e fisiologicas a niveis locais e sistémicos da planta, bem como
fornece sinais que modulam a expressio dos genes de
assimilagio de nitrato e regulam o desenvolvimento das
raizes laterais (IKRAPP et al., 2014), aliviam a dorméncia de
sementes (FORDE e WALCH-LIU, 2009) e modulam a
morfogénese foliar, além de atuar regulando mecanismos
transcricional, traducional e p6s-traducional (MAZID e7 al,
2012).

Os ensaios para determinar a atividade enzimatica da NR
podem set 7z vivo ou in vitro. No primeiro método, a enzima
ndo ¢ extraida do interior da célula, pois sua membrana ¢é
artificialmente permeabilizada para permitir a liberagdo dos
produtos da reag¢do. Devido a simplicidade, Mulder et al.
(1959) foram responsaveis por publicar, pela primeira vez, o
ensaio z vivo da NR em discos foliares, e desde entio, tem
sido amplamente utilizado com varias modificagdes. Em
1971, Klepper et al, Jaworski e Hageman & Reed
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propuseram algumas condi¢des 6timas dos fatores para a
atividade da redutase do nitrato iz wivo, principalmente em
plantas de milho, soja, tabaco e tomate. Mais tarde, Radin
(1973) descreveu os efeitos de varias condi¢es de incubacao
na atividade da NR em folhas de algodio, seguido pelos
ensaios de Cataldo ez a/. (1975), utilizando plantas de milho e
aveia, demonstrou um método rapido, livre de interferéncias
de outros fons presentes nos tecidos vegetais e adequado para
amostras com ampla gama de concentragbes de nitrato.

Sio poucas as informagdes na literatura sobre a atividade
da Nitrato Redutase em Cucurbitaceas, ¢ a metodologia
utilizada para os ensaios 7z wvivo baseia-se em técnicas
desenvolvidas para outras espécies. Os trabalhos envolvidos,
geralmente, avaliam a resposta fisiologica de cultivares em
funcdo da aplicagio de fungicidas (MACEDO, 2017;
SIRTOLI et al.,, 2011), bem como a influéncia do déficit
hidrico e adubagio nitrogenada (CAMPOS et al., 2017) e o
comportamento frente a utiliza¢ao de biofertilizantes.

Portanto, o estabelecimento de condi¢oes apropriadas
para a determinacdo enzimatica da NR ¢é necessario, posto
que cada espécie possui particularidades anatomicas e
fisiologicas. Na literatura é possivel encontrar metodologias
ja aprimoradas para plantas de cana-de-agtcar (SANTOS et
al, 2014; BARBOSA et al, 2016) e Camapu (Physalis
angnlata 1..) (TANAN, 2019). Contudo, para cucurbiticeas
ainda sdo utilizados os protocolos originais, desenvolvidos
por Klepper et al. (1971), Jaworski (1971) e Cataldo et al.
(1975) para plantas de tomate, soja, milho e aveia.

Nessa perspectiva, este trabalho teve como objetivo
padronizar e caracterizar um protocolo laboratorial com as
melhores condi¢bes para determinagao 7z vivo da atividade
enzimatica da Redutase do Nitrato, no tecido foliar de
algumas cucurbiticeas.

2. MATERIAL E METODOS

As plantas foram conduzidas em casa de vegetagio no
Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais — DTCS,
Campus 111, da Universidade do Estado da Bahia, na cidade de
Juazeiro-BA. Sementes de melancia cv. Crimson Sweet,
meldo cv. Gladial e pepino cv. Pepino Verde Comprido
foram colocadas para germinar em sacos de polietileno
contendo substrato comercial. Aos 7 e 14 dias apos a
germinacao foi feita apenas aplicacao dos nutrientes Fosforo
e Potassio, em proporg¢oes adequadas de acordo com a
necessidade de cada cultura, para o auxilio no
desenvolvimento inicial, apés a emergéncia das mudas, até o
surgimento da primeira folha definitiva.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo, com
irrigacGes didrias, e, para os diferentes métodos, aos 20 dias
apo6s a germinagdo, foram selecionadas aquelas cuja folha
definitiva encontrava-se completamente expandida. Para
cada uma das culturas realizou-se um experimento
independente. Em cada experimento, adotou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado, em
fatorial 3x3, compreendendo trés métodos i vive, trés
propostas de infiltracio do material vegetal (banho-maria,
estufa e a vicuo), com quatro repeticoes.

2.1. Ensaios in vivo

Para a estimativa da atividade da Nitrato Redutase 7 vivo,
os trés métodos descritos abaixo tiveram como base as
metodologias propostas por Jaworski (1971) e Meguro;
Magalhdes (1982) com algumas modificacdes (Tabela 1)
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visando otimizar a técnica para folhas da melancia, meldo e
pepino, descritas a seguir:

Método 1: Fragmentos de 0,1 g de tecidos foliares foram
incubados em frascos protegidos da luz, contendo 5 mL de
solucdo tampio fosfato (K2HPO4 + KH2PO4, 0,1 mol L),
pH 7.0, adicionado de 1 mL de nitrato de potassio (KNO3
0,28 mol L) e 1 mL de n- propanol (1% v/v). Ao final do
processo, ap6s a infiltracdo, foi transferido 1 mLL do meio de
reacdo para tubos de ensaio contendo: 1 mL de n-naftil
etileno diamina 0,01% (m/v) e 1 mL de sulfanilamida 0,1%
em HCI 3,0 mol L1, seguida da leitura da absorbancia no
espectrofotémetro.

Método 2: Fragmentos de 0,5 g de tecidos foliares foram
colocados em frascos protegidos da luz, contendo 8 mL de
solucao tampio fosfato (K2HPO4 + KH2PO4, 0,3 mol L1),
pH 7.5, adicionado de 1 mL de nitrato de potassio (KNO3
0,3 mol Iy e 1 mlL de n- propanol (1% v/v). Apds
infiltracdao, 5 mL desse meio foi transferido para uma cubeta
de vidro e acrescentados 0,5 mL de soluc¢do de sulfanilamida
10 g L' em HCI 3,0 mol L' e 0,5 de n-naftil etileno diamina
0,2 g L-1. A mistura foi homogeneizada, e, ap6és 20 minutos o
volume foi completado a 4 ml. com 4gua deionizada e a
absorbancia medida em espectrofotémetro.

Método 3: Fragmentos de 0,2 g de tecidos foliares foram
colocados em frascos protegidos da luz, contendo 6 mL de
tampdo fosfato (K2HPO4 + KH2PO4, 0,2 mol L), pH 7.3,
adicionado de 1 mL de nitrato de potassio (KNO3 0,05 mol
1) e 1 mL de n-propanol (3% v/v). Para se determinar a
quantidade de nitrito formada pela reagao, apds infiltracio,
foram retiradas aliquotas de 0,5 mL do meio de incubagio,
adicionada de 1 mL de sulfanilamida 1% em HCI 1,5 N, 1 mL.
de N-2-naftil-etileno 0,02% e 1,5 mIL. de 4dgua destilada e
levadas para leitura em espectrofotometro.

A concentracio de nitrito produzida foi determinada em
espectrofotémetro a 540 nm e a atividade da RN estimada
em umol de nitrito liberado por 1 g de tecido fresco por hora
de incubac¢io (umol NO2 g'! mf h'!) e calculada com base em
equagio linear obtida a partir do preparo prévio na curva-
padrio.

O branco do espectrofotometro foi feito seguindo o
mesmo procedimento para as amostras, 10 entanto o tampao
de extragao foi substitu{do pelo mesmo tampao sem adicido
de KNO3. Para melhor compreensio, segue abaixo na
Tabela 1, um resumo contendo as principais diferengas entre
os métodos.

Tabela 1. Caracterizacao dos diferentes métodos para otimizacio do método e determinagdo da Nitrato Redutase em tecidos foliares de

melancia, pepino e meldo.

Table 1. Characterization of the different tests for optimization of the method and determination of Nitrate Reductase in leaf tissues of

watermelon, cucumber and melon.

Tecido foliar (g) KH,PO (mol L) pH/HH,PO,  KNO; (mol L) Propanol (%) VF (ml)
M1 0,1 0,1 7.0 0,28 1 7
M2 0,5 0,2 75 03 1 10
M3 0,2 0,3 73 0,05 3 8

VF=volume final.

Para todos os ensaios, apds a incubagdo do tecido foliar
em tampao, foram realizadas as trés formas de infiltracao: a)
banho-maria sem o vacuo a 35 °C por 60 minutos, na
auséncia de luz; b) estufa a 35 °C por 60 min na auséncia de
luz; ¢) bomba de vicuo por duas vezes, 1 minuto cada,
utilizando dessecador ligado a bomba pressutizadora e depois
mantidos na auséncia de luz em banho-maria a 32° C, por 60
minutos; d) apds o processo de incubacio, as aliquotas foram
retiradas e as analises enzimaticas realizadas como descrito
anteriormente, especifico para cada método aplicado; e) Os
dados obtidos foram submetidos a anilise de variancia, com
comparagao entre as médias feitas pelo teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade de erro, através do software
estatistico SISVAR versio 5.6 beta (FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS

Os resultados obtidos com a analise de varidncia
demonstraram interacdo significativa para a interacdo entre
os métodos e os tipos de infiltracdo testados para as trés
espécies analisadas, sendo que as Figuras foram compostas
pelo desdobramento da interacdo para cada fator avaliado.

Para a melancia (Figura 1A), pode-se verificar que
avaliando os métodos enzimaticos aplicados, o Método 1 foi
superior aos demais quando usado a bomba de vicuo,
representando um ganho de 38% e 220% em relagdo ao
método 2 e 3 respectivamente. Na conduc¢io em condicao de
estufa, os Métodos 1 e 2 foram similares e superiores ao
Método 3, que apresentou uma perda em torno de 108%
quando comparado aos demais. Ja quando observamos o

ensaio conduzido em banho maria, o melhor resultado foi
obtido quando conduzido no Método 3, com valores na
atividade enzimatica superiores em 28% e 700% quando
comparado ao Método 1 e 2, respectivamente.

Quando avaliamos os tipos de incubacio dentro de cada
método (Figura 1B), o melhor resultado foi obtido no
Método 1 quando utilizado a bomba de vacuo como meio de
infiltracdao; o Método 2 nio apresentou diferenca entre estufa
e bomba de vacuo; e que no Método 3, o melhor resultado
foi obtido quando conduzido em banho-maria.

Deve-se ressaltar que como demonstrado na Tabela 1, o
Método 1 foi aquele com menor quantidade de tecido vegetal
utilizado (0,1 g MF), menor quantidade de fosfato de potassio
(0,1 mol ') e pH em 7,0. Em funcao disso, ocorre também
uma redugdo no gasto destes reagentes.

Para a cultura do meldo, observa-se na Figura 2A uma
superioridade na atividade da enzima Nitrato Redutase
quando utilizado o Método 1, independentemente do meio
de infiltragdao aplicado, sendo que isso fica evidenciado na
Figura 2B. Contudo, é importante destacar que os maiores
valores médios observados foram obtidos quando se utilizou
0 Método 1 e a incuba¢io do meio em bomba de vacuo, com
ganho em superioridade da atividade enzimatica em torno de
98% e de 668% em relagdo ao Método 2 e 3, respectivamente.

O comportamento similar da atividade da NR para folhas
de melancia e melao submetidos as mesmas condi¢oes de
ensaio pode ser explicado devido as semelhangas fisiologicas
para o fracionamento constante da redugdo do nitrato, além
da composicio do meio de incubagdo ter favorecido esta
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resposta, uma vez que a concentragao de KNO3 0,28 mol L- Ao se obter os valores médios levando em consideracio
! garantiu a situagdo de saturacio da enzima pelo substrato, s culturas avaliadas (Figura 4), podemos melhor visualizar os
para se desenvolver todo o tempo de incubacdo em situagio  resultados demonstrados nas Figuras anteriores.
de velocidade maxima da enzima. Verifica-se que para a cultura da melancieira e do
Com relagio aos valores obtidos da enzima Nitrato  meloeiro (Figura 4A), o método 1 apresenta os melhores
Redutase para a cultura do pepino, ficou determinado na  resultados, e que para o pepino, houve uma superioridade do
Figura 3A que o Método 1, diferentemente do relatado para ~ método 2, contudo, apresentando valotes inferiores aos
a cultura da melancia e meldo, nio sobressaiu sobre os  obtidos nas outras culturas. Ao observarmos os resultados
demais. Pode-se observar que o Método 2 conduzido na em fungio do meio de incubagio (Figura 4B), pode-se
estufa e na bomba de vicuo apresentou os valores médios  evidenciar uma supetioridade quando do uso da estufa de
superiores 20s demais tratamentos, com maior atividade  circulacio fechada em comparagio aos demais métodos, para
expressa quando utilizado a bomba de vaicuo, representando 2 cultura da melancieira e meloeiro. Ji para a cultura do
um ganho na atividade da enzima de 250% e 455% quando  pepino, observamos uma padronizagio nos resultados e
comparado a0 Método 1 e 3, respectivamente. O Método 3~ como citado anteriormente, ressalta-se uma inferioridade na
conduzido no banho maria foi superior a0s demais métodos.  atividade da enzima em comparagio com as demais culturas.
Esse comportamento fica comprovado quando analisamos a

Figura 3B.
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Figura 1. Comportamento da atividade da Nitrato Redutase (NR) em tecidos foliares de melancia (Citrullus lanatus) quando desdobrado os
ensaios dentro de cada condicdo de infiltracdo (A); e as condi¢des de infiltragio dentro de cada método (B). B.M — banho-maria; EST-
estufa; VAC — vacuo.
Figure 1. Behavior of Nitrate Reductase (NR) activity in watermelon leaf tissues (Citrullus lanatus) when the tests were deployed within each
infiltration condition (A); and the infiltration conditions within each method (B). B.M - water bath; EST- drying oven; VAC - vacuum.
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As médias seguidas da mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Tufkey, ao nivel de 5% de probabilidade.
Figura 2. Comportamento da atividade da Nitrato Redutase (NR) em tecidos foliares de melao (Cucumis melo) quando desdobrado os ensaios
dentro de cada condig¢io de infiltracdo (A); e as condi¢des de infiltragio dentro de cada método (B). B.M — banho-maria; EST- estufa; VAC
— vécuo.
Figure 2. Behavior of the activity of Nitrate Reductase (NR) in leaf tissues of melon (Cucumis melo) when deployed the tests within each
infiltration condition (A); and the infiltration conditions within each method (B). B.M - water bath; EST- drying oven; VAC - vacuum.
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Figura 3. Comportamento da atividade da Nitrato Redutase (NR) em tecidos foliares de pepino (Cucumis sativus) quando desdobrado os
ensaios dentro de cada condi¢io de infiltracio (A); e as condi¢des de infiltragio dentro de cada método (B). B.M — banho-maria; EST-

estufa; VAC — vacuo.

Figure 3. Behavior of Nitrate Reductase (NR) activity in leaf tissues of cucumber (Cucumis sativus) when the tests were deployed within each
infiltration condition (A); and the infiltration conditions within each method (B). B.M - water bath; EST- drying oven; VAC - vacuum.
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Figura 4. Comportamento da atividade da Nitrato Redutase (NR) em tecidos foliares de melancia (Citrullus lanatus); melio (Cucumis melo) e
pepino (Cucumis sativus) em fungio do método avaliado (A); e nas condi¢oes de infiltragio (B).

Figure 4. Behavior of Nitrate Reductase (NR) activity in watermelon leaf tissues (Citrullus lanatus); melon (Cucumis melo) and cucumber
(Cueumis sativus) according to the evaluated method (A); and infiltration conditions (B).

4. DISCUSSAO

Nas trés espécies de estudo, nota-se que os tratamentos
utilizando o banho-matia como meio de infiltracio
demonstrou reduzidas atividades enzimaticas,
principalmente associado ao Método 2, este fato sugere
pouca eficacia deste método em romper a parede celular, para
que o nitrato contido no meio de incubagdo entre no interior
das células, e que o nitrito produzido seja distribuido para o
meio de incubacio e detectado. E importante destacar que o
banho maria utilizado nio tinha a opcio de agitacdo, fato este
que pode ter influenciado. Contudo, tal evento pode ter sido
compensado, no Método 3, em que a concentragio do
solvente n-propanol (3%) utilizada foi maior, 20 mesmo
tempo que a concentragio de KNO3 foi a menor (0,05 mol
L.

A funcio do solvente, além de diminuir a tensdao
superficial, é proporcionar o aumentoda permeabilidade
celular ao nitrato e nitrito, dessa forma auxilia a passagem do
nitrato oriundo do meio de incubagido, do vacuiolo para o
citoplasma, local onde ocorre a reducdo pela NR (JAMUR,;
OLIVER, 2010).

Assim como o emprego do banho-maria expressou
menores atividade da NR, a submissio dos tratamentos ao
sobressaiu-se, apresentando maiores atividades
enzimaticas. Tal ocorrido contraria os resultados obtidos por
Santos et al. (2014) em folhas de cana de agtcar, no qual ndo
houve diferenca significativa na atividade da NR dos
tratamentos com VAcuo € no tratamento sem VAcuo.
Entretanto, Tanan (2019), em seu trabalho com folhas de
camapu observou os maiores valores da atividade da NR com
a submissio do meio de incubacio ao vacuo.

Macedo (2012) em seu trabalho com melio e Sirtoli et al.
(2011) com pepineiro, encontraram valores para a atividade
enzimatica da NR, préximos a 33,5 e 37,6 pmols NO, g

vacuo

!mfh!, respectivamente. Na metodologia adotada em
ambos  expetimentos,  as também foram
submetidas ao vacuo, em meio de incubacio com
concentracoes de KH2PO4 0,05 mol I.-1 e KNO3 0,1 mol
L-1, sem adigao de solvente, para o primeiro; enquanto que
o outro utilizou KH2PO4 0,1 mol L' contendo 0,0005 mol

L1 de KNO3 e 1% de propanol. Tais valores da aNR estio

amostras
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dentro da faixa de variagdo encontrado no presente trabalho
cuja aNR variou de 12,24 até 94,15 umols NO2 gl mf h'l,
para o meldo e 9,01 até 50,05 pmols NO2 ¢! mf h'1, para o
pepino. Isto sugere que as concentragbes de tampio
KH2PO4, KNO3, ¢ a utilizacdo de solvente também sejam
fatores que induzem maiores ou menores atividades
enzimaticas.

5. CONCLUSOES

A maior atividade da Nitrato Redutase no tecido foliar de
melancia e melao foi obtida utilizando- se o meio de
incubagio contendo 0,1 g de tecido foliar, tampao fosfato 0,1
mol L1 pH 7.0, KNO3 0,28 mol L', e n-propanol 1%
(Método 1), submetidos duas vezes, durante 1 minuto, a
vacuo.

A atividade da Nitrato Redutase foi melhor observada no
tecido foliar do pepino utilizando-se o meio de incubagdo
contendo 0,5 g de tecido foliar, tampéo fosfato 0,2 mol L1,
pH 7.5, KNO3 0,3 mol L, e n-propanol 1% (Método 2),
também submetido ao vacuo.
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