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ATIVIDADE DAS ENZIMAS REDUTASE DO NITRATO E GLUTAMINA
SINTETASE EM CAFEEIRO ARABICA

Autor: JOSE FERNANDES DE ANDRADE NETTO
Orientador: Prof. Dr. JOSE LAERCIO FAVARIN

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade das enzimas redutase
do nitrato (RN) e glutamina sintetase (GS) em mudas de Coffea arabica L cv
Obata IAC 1669-20 em funcao dos atributos ecofisioldgicos. O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo no Laboratério de Biotecnologia Agricola do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo. Para a realizagdo do experimento
adotou-se o delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos: T1
(100% de luz) e T2 (50% de luz) e cinco repeticdes. As determinacdes das
atividades enzimaticas foram feitas as 07:00 h; 12:00 h; 17:00 h e 22:00 h, bem
como dos atributos ecofisioldgicos: temperatura atmosférica; temperatura foliar;
radiacao fotossinteticamente ativa; condutancia estomatica; taxa de
fotossintese liquida; taxa de transpiragao e proteina total soluvel. O nivel de
exposicao a luminosidade altera a atividade da redutase do nitrato (RN), cujo
valor foi menor nas plantas a pleno sol as 12:00 h e 17:00 h. A saturagao
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luminica e a maior temperatura foliar em relacdo ao ambiente, as 12:00 h,
diminuiu as trocas gasosas (CO; e vapor d’agua) e a atividade da RN. Ao longo
do periodo Iluminoso, independentemente do nivel de exposicdo a
luminosidade, decresceu a atividade da glutamina sintetase (GS). A
disponibilidade de amoénio proveniente da acdo da RN no periodo noturno
elevou a atividade da GS, enquanto a fotorrespiracao, por hipétese, forneceu o
substrato (NH,") para a atividade dessa enzima (GS) nas plantas a pleno sol ao
meio dia. A inibicdo da redutase do nitrato (RN) no cafeeiro proporcionada pela
fotorrespiracédo se da, por hipotese, em resposta a produgao de glutamina por

meio da atividade da glutamina sintetase (GS).

Palavras - Chave: Coffea arabica L., condutancia estomatica, taxa de
fotossintese liquida, taxa de transpiracdo, radiacao fotossinteticamente ativa,

temperatura atmosférica e foliar



ACTIVITY OF THE NITRATE REDUCTASE AND GLUTAMINE SYNTHETASE
ENZYMES IN ARABIC COFFEE

Author: JOSE FERNANDES DE ANDRADE NETTO
Adviser: Prof. Dr. JOSE LAERCIO FAVARIN

SUMMARY

The aim of this work was to evaluate the activity of the enzymes nitrate
reductase (RN) and glutamine synthetase (GS) in seedlings of Coffea arabica L
cv Obata IAC 1669 - 20 in face of the eco-physiological attributes. The
experiment was conducted in a greenhouse at the Laboratory of Agricultural
Biotechnology in the Biological Science Department of the Superior School of
Agriculture “Luiz de Queiroz”, Sdo Paulo University. The completely randomized
experimental design was utilized for the experiment with two treatments: T1
(100% of light) e T2 (50% of light), each on made up of five replicates. The
enzymatic activities and eco-physiological attributes determinations such as air
temperature, leaf temperature, photosynthetically active radiation, stomatal
conductance, net photosynthesis rate, transpiration rate and total soluble protein
were made at 7:00 AM, 12:00 AM, 5:00 PM and 10:00 PM. The level of radiation
exposition changes the nitrate reductase activity, whose value was smaller in
plants at full sun at 12:00 AM and 5:00 PM. The light saturation and the higher
leaf temperature in relation to the environment, at 12:00 AM, reduced the gas
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exchanges (CO, and water vapor) and RN activity. Along the light period,
independently of radiation exposition level, the activity of the glutamine
synthetase decreased. The availability of ammonium provided by RN during
dark period, independently of the treatments, increase the GS activity, while
photorespiration, hypothetically, supplied the substrate (NH,;*) to the GS action
in plants under full sun at 12:00 AM. The RN inhibition in coffee plants provides
the photorespiration occurred in response to the glutamine production through
the GS activity.

Key - words: Coffea arabica L., estomatal conductance, net photosynthesis
rate, transpiration rate, photosynthetically active radiation, leaf and air

temperature



1 INTRODUGAO

No Brasil as cultivares de café foram selecionadas a pleno sol, por isso
as mesmas apresentam, potencialmente, adaptagdes a elevada irradiancia
(DaMatta & Rena, 2002). Contudo, a baixa relacdo entre as clorofilas a e b,
caracteristica das plantas de sombra, tem sido mantida nas folhas expostas ao
sol (Fahl et al., 1994; DaMatta & Maestri, 1997). Por isso, o cafeeiro pode ser
considerado como uma planta facultativa de sombra, com alta plasticidade as
variagdes de irradiancia (DaMatta & Rena, 2002).

Os mecanismos fisioldgicos responsaveis pelas diferengcas entre as
plantas adaptadas a sombra e ao sol ndo sdo bem entendidos. As folhas das
espécies de sombra, geralmente, possuem maior quantidade de clorofila com
base na massa foliar. O aumento desse pigmento nessas plantas esta
associado a reducao da espessura foliar, aumentando a eficiéncia na utilizagao
da luz. Em plantas de café a eficiéncia quantica das folhas sombreadas é,
frequentemente, superior aquela verificada nas folhas expostas ao sol
(Kozlowski et al., 1991).

O cafeeiro embora possua caracteristica umbrdfila, tipica de ambiente
de sub-boque, apresenta elevada producédo quando cultivado ao sol. Em razéo
dessa caracteristica € comum a fotoinibicdo provocada pela saturacdo do
aparelho fotossintético sob elevada irradiancia (DaMatta & Maestri, 1997).

As folhas sombreadas sao mais eficientes na assimilacdo do carbono
(CO,) do que as folhas expostas ao sol, pois nos tropicos a radiagdo solar,
invariavelmente, supera de 3 a 5 vezes o limite de saturac&o luminica. Além

disso, a temperatura foliar pode alcancar 5° C a 20° C a mais que a temperatura



do ar, danificando o tecido foliar. Estudos desenvolvidos por Hernandez et al.
(1989) e, recentemente, por Marin et al. (2003), corroboram esta hipétese por
meio de medidas de transpiracdo. Estes autores verificaram que mesmo
reduzindo a energia radiante as plantas, por meio do sombreamento, a
transpiracdo diminui cerca de 10 % comparada aos valores determinados nas
plantas a pleno sol.

Os vegetais superiores sintetizam os compostos organicos a partir da
fotossintese e da absorgdo de agua e de nutrientes minerais absorvidos do
solo, incorporando-os em varias substancias como, por exemplos, os pigmentos
(N e Mg), aminoacidos e proteinas (N e S), parede celular (Ca) e nas enzimas
nitrogenase (Mo), superoxido dismutase (Zn e Cu), redutase do nitrato (Mo) e
desidrogenase glutamica (Cu).

O nitrato é a principal forma nitrogenada absorvida pelas plantas,
independentemente da natureza quimica que o nitrogénio € aplicado no solo. O
predominio do nitrato se deve, basicamente, ao pH da solugdo, normalmente,
proximo da neutralidade, devido a incubacao efetuada para a neutralizagao da
acidez ativa e potencial, visando a condugao de mudas em recipientes que
restringem o volume de solo explorado pelas raizes — como em vasos. Nesta
condigao, a nitrificacdo é favorecida e as bactérias nitrosomonas (nitritagao,
NOy) e nitrobacter (nitratacdo, NOj3’) transformam as diferentes formas de
nitrogénio em nitrato.

Em trabalho realizado por Souza & Lobato (2002), aplicando nitrogénio
amoniacal no solo, os autores verificaram que a concentracéo foliar de N-NH,*
foi detectada nos primeiros cinco dias apds o fornecimento do nutriente,
apresentando concentragdes foliares semelhantes (50 %) entre as formas N-
NH;" e N-NO3™ 15 dias apds a aplicacéo. Depois de 25 dias da aplicacdo 100 %
do nitrogénio determinado na planta estava na forma nitrica. Do exposto,
verifica-se que na auséncia de substancias que impecam a nitrificacido esse
processo €& muito rapido, o que explica a absor¢cdo de nitrogénio,

predominantemente, na forma nitrica.



As plantas utilizam uma porgédo significativa das suas reservas de
carbono e energia para a assimilagdo do nitrato (NOj3’), principal forma de
nitrogénio absorvido pelos vegetais, em razdo do consumo energético para
reduzi-lo a aménio (NH4"), forma que é utilizada para incorporar nitrogénio nas
estruturas de carbono.

Durante a assimilagao do nitrogénio em compostos organicos, o nitrato
€, primeiramente, reduzido a forma amoniacal por meio de um processo que
envolve a participagdo de duas enzimas - a redutase do nitrato (RN) e a
redutase do nitrito (RNi) (Crawford et al., 2000).

A luz e o teor de nitrato s&do fatores importantes na indugdo e
manutencado da atividade da enzima RN nos tecidos vegetais (Hageman &
Flesher, 1960; Beevers & Hageman, 1969; Galangau et al., 1988; Vincentz et
al., 1993). De acordo com diversos autores a atividade da RN nas folhas de
varias espécies, aumenta durante as horas de luz e decresce no escuro (Harper
& Hageman, 1972; Lewis et al., 1982; Hipkin et al., 1984).

Diferente da maioria das espécies vegetais, nas plantas jovens de café
as maiores atividades da RN foliar ocorrem durante o periodo escuro,
diminuindo sua ag¢do na presenga de luz (Miranda Neto, 1970; Faleiros et al.,
1975; Carvalho, 1975; Cordeiro et al., 1984; Alves et al.,, 1985). Este
comportamento favorece o crescimento das mudas de café, em particular,
quando as mesmas sao expostas a 50 % de luz, conforme estudos realizados
por Silveira & Maestri (1973) e Paiva (2001). Esta é, certamente, a raz&o
porque as mudas de café sdo formadas em viveiros expostas a 50 % de luz
(meia sombra).

A quantidade de carboidratos, a luminosidade disponivel e outros
fatores ambientais ativam a fosfatase, enzima responsavel pela desfosforilagao
de varios residuos de serina na proteina da redutase do nitrato e, com isso,
favorece a acédo enzimatica da RN. A falta de luz (escuro) e de magnésio

estimulam a fosforilagdo dos residuos de serina os quais interagem com uma



proteina inibidora, resultando na desativagdo da redutase do nitrato (RN)
(Kaizer et al., 1999).

Carelli et al. (1990) estudaram o efeito da quantidade de luz (50 % e
100%) e o fornecimento de nitrogénio sobre a agdo da enzima RN, bem como o
teor de nitrato e a quantidade de agucares nas folhas de plantas jovens de café
(Coffea arabica L.). Os autores verificaram que a atividade da RN foi menor nas
folhas de plantas a pleno sol do que nas folhas das plantas a meia sombra
(50% de luz). A taxa de transpiracdo e os teores de agucares e de nitrato
aumentaram nas plantas expostas ao sol, indicando que a disponibilidade de
substrato (nitrato) e energia (carboidrato) n&o limita a assimilagéo redutiva do
nitrogénio. Este comportamento ndo foi, devidamente, explicado diferindo
daquele que é observado na maioria das plantas.

Trabalhos recentes demonstraram que um metabdlito poderia atuar
como uma molécula sinalizadora e, assim, controlaria a atividade da RN.
Crawford et al. (2000) acreditam que o aminoacido glutamina seria esse
metabdlito, devido a relagdo inversa entre a concentragdo da glutamina foliar e
a atividade da RN. Para Stitt et al. (2002) a glutamato sintase (GOGAT) e ou
glutamato desidrogenase (GDH) representam uma posi¢do importante para a
regulacdao do metabolismo do aménio.

Garbayo et al. (2002) trabalhando com células de microalga
Chlamydomonas reinhardtii constataram inibicdo no consumo de nitrato, o qual
foi substituido por nitrito. O consumo sequencial de nitrito seguido do nitrato foi
observado ap6s ter sido consumido, praticamente, o amdnio disponivel. Este
comportamento foi explicado com base na acumulagdo de amédnio produzido
pela fotorrespiragdo. Os autores sugeriram que uma alta proporcgéo entre O, e
CO, gerada pelo acumulo de oxigénio, liberado pela fotossintese, ao redor de
células isoladas, favoreceu a atividade fotorrespiratoria. O amodnio formado,
provavelmente, inibe a atividade da enzima permease para o nitrato, evitando o
seu consumo, 0 que nao ocorre com o nitrito. As medidas da liberagdo de
oxigénio dependente da luz e da atividade das enzimas assimilatérias de



nitrogénio, incluindo a redutase do nitrito (RNi) e a glutamina sintetase (GS),
determinadas sob condi¢cdes que estimulam a fotorrespiragao, dao suporte a
esta hipotese.

A reassimilagdo do amoénio liberado durante o processo fotorrespiratorio
em plantas C3 representa cerca de 90 % do fluxo por meio da rota GS/GOGAT
nas folhas (Stitt et al., 2002). A menor atividade da enzima RN em plantas
jovens de café cultivadas a pleno sol e, consequentemente, o acumulo de
nitrato, poderiam estar relacionados com o aumento da assimilagdo do aménio
proveniente da fotorrespiracdo por meio das atividades das enzimas GS ou
GOGAT.

Sao escassas as informagdes sobre a atividade da glutamina sintetase
(GS) em mudas de café, bem como nao foi devidamente explicada as razdes do
comportamento diferencial da redutase do nitrato (RN) em cafeeiro em relagao
a maioria das plantas. Estas observagdes justificam a realizagdo de pesquisa
exploratdria sobre o assunto, com a finalidade de ampliar os conhecimentos
nessa area da ciéncia agronémica.

Esta pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar as atividades
enzimaticas da redutase do nitrato (RN) e da glutamina sintetase (GS) em
mudas de café cultivadas a pleno sol (100 % de luz) e a meia sombra (50 % de

luz) em funcéo dos atributos ecofisiolégicos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacao taxonémica do cafeeiro

O café pertence a familia Rubiaceae a qual abrange mais de 10.000
espécies agrupadas em 630 géneros. As espécies do género Coffea distribuem-
se, geograficamente, em uma ampla regido do continente Africano, em
Madagascar e regides vizinhas (Berthaud & Charrier, 1988).

Pela classificagdo mais recente, segundo Bridson & Verdcourt (1988) e
Bridson (1994), os cafeeiros s&o agrupados em dois géneros: Psilanthus Hook.
e Coffea L. os quais se diferenciam por particularidades nas estruturas florais.

Entre as formas selvagens de cafeeiro algumas apresentam
caracteristicas vantajosas do ponto de vista da resisténcia a moléstias e a
pragas, tolerancia a seca e a outras variagdes do ambiente.

Embora exista um grande numero de espécies de café somente a Coffea
arabica L. e a Coffea canephora Pierre tém importancia econémica, uma vez
que, aproximadamente, 70 % do café comercializado provém das cultivares de

arabica e 30 % das cultivares de canéfora (Berthaud & Charrier, 1988).

2.2 Aspectos ecofisiolégicos do cafeeiro arabica

A espécie Coffea arabica L. é nativa de uma regiao restrita e marginal as
demais espécies de café, localizada no Sudoeste da Etiopia, Sudeste do Sudao
e ao Norte do Quénia, entre 1.000 a 3.000 m de altitude (Carvalho, 1946).

As cultivares de C. arabica L., na grande maioria, sdo derivadas das
variedades Tipica, introduzida no Brasil em 1727, e Bourbon, oriunda da ilha de

mesmo nome (Anthony et al., 2001). Embora a base genética dessa espécie



seja pequena (Berthaud e Charrier, 1988), as cultivares comercializadas
possuem grande variabilidade devido a uma série de mutagbes e de
cruzamentos naturais (Krug et al.,, 1939). Este fato justifica as possiveis
alteracdes fisiologicas entre as primeiras plantas de café e aquelas cultivadas
atualmente.

No ambiente de origem da espécie Coffea arabica L. as plantas vivem
em sub-bosque, encontradas em altitudes variaveis entre 1.600 a 2.800 m e
com pouca oscilacdo da temperatura atmosférica. Nestas condicbes, a
temperatura, praticamente, ndo ultrapassa 30° C e, raramente, atinge valores
inferiores a 5° C, com médias anuais ao redor de 20° C. As chuvas sdo bem
distribuidas e oscilam entre 1.600 a 2.000 mm por ano, sendo o periodo seco
inferior a trés meses (Sylvain, 1955; Carr, 2001). De acordo com Cannel (1985)
as respostas fisioldégicas dessas plantas podem ser compreendidas com base
no conhecimento das condi¢gdes de sua origem, admitindo que a fotossintese do
cafeeiro seja tipica de plantas adaptadas a sombra.

A regulacao estomatica € um mecanismo utilizado para evitar a perda
de agua pelas plantas, a qual é afetada pelo deficite de pressdo de vapor na
espécie Coffea arabica L., conforme verificaram Hernandes et al. (1989), na
pesquisa realizada sobre a condutancia foliar a difusdo de gases em fungao da
umidade atmosférica.

Maestri & Gomes (1961) estudando a exposi¢cdo das mudas de café em
condigdes de viveiro a 25 %, 50 %, 75 % e 100 % de luz, concluiram que a
matéria seca total, a area foliar e o numero médio de folhas aumentaram com a

diminuicao da luz até 50 %.

2.3 Assimilagao de nitrogénio pelas plantas

A assimilagdo redutiva do nitrogénio € um processo dispendioso
energeticamente as plantas, razdo porque ocorre, predominantemente, nas
folhas, centro da sintese de energia (ATP) e agentes redutores (fornecedores
de elétrons). O processo de incorporagao do N compete com a fotossintese por



massa (carboidrato) e energia, consumindo 12 ATPs para cada N assimilado
pela planta (Bloom et al., 1992).

O excesso de amdnio no cloroplasto € prejudicial aos vegetais, pois
compromete o fluxo de elétrons pela redugdo do gradiente de pH entre o
estroma (pH elevado, presenga de OH’) e o lume (pH baixo, presenga de H")
(Bloom, 1997). O aménio (NH;") no estroma reage com a hidroxila (OH) e
forma amédnia (NH3) provocando o abaixamento do pH, conforme apresentado

na reagao 1:

NH;" (estroma) + OH™ (pH, elevado) =—> NHs; (abaixa pH do estroma) (1)

em que a amodnia gerada no estroma (reagdao 1), depois de atravessar o
tilacoide, reage com o H' presente no lume, formando amédnio, conforme a

reacao 2:

NH; (lume) + H' (pH, baixo) =—> NH4" (eleva pH do lume) (2)

e, em consequéncia, como resultado liquido dessas reagdes ocorre a
diminuicdo da concentracdo de OH do estroma e de H* do lume e, assim,
reduz-se o gradiente de pH (Bloom, 1997). Do exposto, havera
comprometimento do fluxo eletrbnico o que acabara prejudicando a produgao

de carboidrato.

2.4 Caracteristicas da enzima redutase do nitrato — RN

A redutase do nitrato (RN) catalisa o primeiro passo enzimatico da
assimilagao de nitrogénio pelas plantas superiores por meio da redugcéo do
nitrato (NO3") a nitrito (NOy) (Oaks, 1994; Yaneva et al., 2000), conforme

esquematizado na expressao 3:



RN
NOs + NADPH + 2H" + 2¢¢ =——> NO; + NADP" + HO (3)

Essa enzima (RN) é uma flavoproteina formada por duas subunidades
idénticas, com trés grupos - FAD, heme e um complexo constituido entre o
molibdénio (Mo) e uma molécula organica a pterina (Mendel & Stallmeyer,
1995; Campbell, 1999), razdo porque €, também, denominada uma
molibdopterina.

A sequéncia de aminoacidos da RN polipeptidica foi identificada
mediante a clonagem dessa enzima. Existem, atualmente, mais de 40
sequéncias da RN que constitui as formas da enzima das plantas superiores,
algas e fungos. Comparando as sequéncias da RN com aquelas das proteinas
e enzimas conhecidas, verifica-se que a RN possui, aproximadamente, 917
residuos de aminoacidos em cada subunidade, cada um deles contendo todos
os cofatores, similares a proteina arabidopsis NIA2, tornando esta ultima um
modelo representativo da RN (Campbell, 1999).

A maioria das formas da enzima RN das plantas utiliza o agente redutor
NADH produzido no citossol € ndo o redutor NADPH formado no cloroplasto
(Solomonson & Barber, 1990). Entretanto, Crawford et al. (2000) afirmam que
algumas formas dessa enzima (RN), com dupla especificidade, podem utilizar
tanto o redutor NADPH quanto NADH.

A enzima RN esta localizada, primariamente, no citossol das células
corticais da epiderme da raiz e nas células mesofilicas da parte aérea (Rufty et
al., 1986; Vaughn & Campbell, 1988).

2.5 Regulacgao da atividade da redutase do nitrato (RN)
Segundo Galangau et al. (1988) e Vincentz et al. (1993) a atividade da
enzima RN nas folhas e raizes pode ser induzida pela presen¢a do substrato

(NO3’). Havendo nitrato ocorre um estimulo a sintese de novo da referida
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enzima (Hewitt et al., 1976), enquanto que deficite hidrico moderado, da ordem
de -0,8 MPa a -2,0 MPa, pode reduzir sua produgao em 20 %, chegando a 50 %
quando a planta sofre um estresse intenso (Hsiao, 1979). Segundo Crocomo
(1985) a menor atividade da redutase do nitrato em plantas sob estresse hidrico
se deve ao decréscimo no fluxo do substrato (NOj") por falta de umidade,
principal fator regulador da sintese dessa enzima.

O fluxo catalitico da RN ou a capacidade total de reducdo do nitrato
pelas plantas depende: (i) da disponibilidade de substrato no citoplasma
(concentragdo em estado de equilibrio do NADPH e nitrato); (ii) do nivel de RN
funcional - quantidade de RN polipeptidica e da disponibilidade de cofatores e
ions metalicos, FAD, heme, Fe, Mo-MPT (molibdénio—molibdopterina) e
molibdénio; (iii) da intensidade da atividade da RN funcional (Campbell, 1999).
Cada processo é regulado direta ou indiretamente e a capacidade de redugao
do nitrato € controlada em relacdo ao nivel metabdlico total da planta, por
sensores e rotas de traducao de sinais.

A quantidade da glutamina livre e a sua proporgao em relagao ao
glutamato disponivel, assim como os teores de nitrato s&o, provavelmente, os
metabalitos chaves que governam a capacidade de redugao do nitrato na planta
(Solomonson & Barber, 1990; Crawford, 1995; Scheible et al., 1997). Em
condi¢des de baixo teor de glutamina e disponibilidade de nitrato, a intensidade
da RN e a capacidade de redugdo do nitrogénio aumentam, enquanto que
quantidades elevadas da glutamina diminuem a redugao do nitrato e decresce a
atividade da RN (feedback).

O teor de equilibrio da RN é determinado pela taxa de sua degradacao,
assim como, pela taxa de sintese da mesma. A meia vida de uma proteina RN,
recém sintetizada, € de poucas horas na célula e quando a quantidade de
nitrato diminui o teor da RN é rapidamente reduzido (Taiz & Zeiger, 1998).
Portanto, a planta ndo deve sofre estresse hidrico nos trabalhos que avaliam a
atividade dessa enzima, exceto quando a falta de agua é uma das variaveis

experimentais, pois afetaria os resultados da pesquisa.
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A resposta das plantas a quantidade de nitrato depende de outros
fatores, entre os quais o material genético e o ambiente como, por exemplo, a
luz, os quais influenciam a RN, bem como outros componentes do metabolismo
do nitrato (Campbell, 1999).

Em plantas sob condi¢cdes 6timas de crescimento, a capacidade de
reducao do nitrato é, aproximadamente, o dobro das necessidades da planta. A
atividade da RN varia durante o dia, apresentando baixa atividade no escuro
(Stitt, 1987; Scheible et al., 1997). Para Kaiser & Huber (2001) em condig¢des
normais de ativacado e na presenca de luz a sua acao seria da ordem de 70 % a
90 %, reduzindo para 10 % a 30 % no escuro. Estes autores afirmam que a luz
nao € um sinal direto para a atividade dessa enzima (RN), pois mesmo sob
intensa e continua luminosidade a RN ¢ inativa quando falta CO,, indicando que
a fotossintese € requerida para a sua ativagcéo (RN).

Considerando a necessidade desse gas para a agdo da enzima pode-
se admitir, por hipotese, que as causas que afetam a entrada do CO,, como a
abertura estomatica, variavel com a capacidade da planta de manter a turgidez,
afetaria a eficiéncia da RN. O cafeeiro arabica, em razdo das condi¢cdes
climaticas relativas a sua origem, pode apresentar menor atividade enzimatica
(RN) no periodo luminoso, devido a baixa condutividade hidraulica dessa
espécie, caracteristica de plantas de sub-bosque que se desenvolvem sob
elevada umidade relativa do ar.

Com base em experimentos efetuados com espinafre, excluindo o CO,
da atmosfera circundante as folhas, verificou-se decréscimo da atividade da RN
(Kaiser & Brendle-Behnisch, 1991). Esta constatagéo indica que a redugao do
nitrato € sensivel a resisténcia estomatica, de maneira que em plantas com
estbmatos fechados, como acontece sob deficiéncia hidrica, para impedir a
perda de agua, prejudica a taxa fotossintética e a atividade da RN (Kaiser &
Huber, 2001). Provavelmente, os fotoassimilados exportados para fora do

cloroplasto funcionam como sinalizadores capazes de ativar a RN.
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Roth et al (1996) examinando um mutante de milho deficiente em
ribulose bifosfato carboxilase, que perdeu a capacidade de processar o ciclo de
Calvin, obtiveram menor atividade da RN na presenca de luz e também no
escuro, dando suporte a hipotese de que a ativagdo da RN na presenca de luz
depende dos produtos desse ciclo. Entretanto, ndo estd devidamente
esclarecido quais sdo os componentes que estdo envolvidos quando um sinal é
transferido dos cloroplastos, onde a fotossintese esta ocorrendo, para dentro do
citosol, local de acdo da RN. Intermediarios ou derivados do ciclo de Calvin
como, por exemplo, agucares ou agucar fosfatado, sdo elos importantes (Huber
et al., 1996; Provan & Lillo, 1999). De acordo com Bachmann et al. (1995) a RN
pode ser ativada no escuro por meio do fornecimento de acucar as folhas. Além
disso, a inativagdo dessa enzima (RN) no escuro foi atenuada em um mutante
de Nicotiana sylvestris que nao produz amido e acumula altos niveis de agucar

fosfato.

2.6 Redutase do nitrato e luminosidade em café

Estudando a assimilagédo do nitrogénio em mudas de café cultivadas
sob diferentes exposi¢cdes a luz e formas de nitrogénio (nitrato e amdnia),
Miranda Neto (1970) verificaram em plantas desenvolvidas com 68 % e 48 % de
luz uma redugao na transformacdo do nitrato em nitrito nas plantas adubadas
com nitrato. O fornecimento de amdnia como fonte de nitrogénio, sem inibidor
do processo de nitrificagdo, proporcionou uma maior atividade da enzima (RN)
nas plantas a pleno sol.

De acordo com Carvalho (1975) a deficiéncia de nitrogénio em mudas
formadas a pleno sol sugere a existéncia de uma associagao direta entre o uso
de nitrogénio e a formagéo da enzima — RN. Trabalhando com duas fontes de
nitrogénio (amoniacal e nitrica) sob duas condigbes de luminosidade (meia
sombra e pleno sol), o autor concluiu que sob 50 % de luz as plantas de café
apresentaram os maiores valores para a altura de planta, area foliar, niumero de

folhas, matéria seca total e atividade da redutase do nitrato.
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No trabalho realizado por Faleiros et al. (1975) que estudaram o efeito
da adubacéo nitrogenada e o desenvolvimento das mudas de café sob 50 % de
luz e a pleno sol, os autores constataram que nas plantas sombreadas
parcialmente (50 % de luz) a atividade da redutase do nitrato foi mais elevada.

Cordeiro et al. (1984) estudaram a atividade da redutase do nitrato em
plantas jovens de cacau e de café (Coffea arabica L.) na luz e no escuro. Os
autores verificaram que essas plantas apresentaram maior atividade da
redutase do nitrato em ambiente escuro, comparativamente aos resultados
obtidos nas plantas iluminadas. Resultado semelhante foi encontrado por Carelli
(1987) que constatou decréscimo na atividade da redutase (RN) durante as
horas de luz e aumento no periodo de escuro.

Trabalhando com plantas jovens de café submetidas a diferentes
quantidades de luz e de nitrogénio Carelli et al. (1990) observaram que as
plantas cultivadas a pleno sol apresentaram menor atividade da redutase do
nitrato em relacao as plantas sombreadas, embora possuissem teores elevados
de acgucares totais (fonte de energia) e de nitrato (substrato).

A redutase do nitrato na parte aérea e nas raizes de mudas de cafeeiro,
em fungao do periodo luminoso, associada aos teores de nitrato e carboidratos
nesses orgaos, apresentou declinio gradual da atividade nas folhas no decorrer
do periodo, seguido por um aumento da atividade nas primeiras horas de
escuro, com pico no final da noite (Queiroz et al. 1993).

Fahl et al. (1994) estudaram os efeitos da quantidade de radiagc&o
luminosa (30 %, 50 % e 100 %) nos processos fisioldgicos envolvidos com o
crescimento vegetativo como a area foliar e a altura de planta, o teor de
clorofila, nitrogénio total e a atividade da redutase do nitrato nas folhas de
varias cultivares de café. Os autores verificaram, 150 dias apds o inicio do
experimento, diferentes respostas as quantidades de luz. A cultivar Apoata C-
3597 da espécie Coffea canephora Pierre apresentou maior desenvolvimento
quando cultivada a meia sombra (50 % de luz) ao passo que as cultivares da

espécie Coffea arabica L. como, por exemplo, Catuai H 2077-2-5-81 e Mundo
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Novo LCP 388-17 nao diferiram em relagdo ao crescimento quando expostas a
50 % e 100 % de luz. O sombreamento excessivo (30 % luz) reduziu o
desenvolvimento das cultivares de Coffea arabica sem afetar a cultivar da
espécie Coffea canephora. A massa foliar especifica diminuiu com o aumento
do sombreamento em todas as cultivares. Os teores de clorofila aumentaram
com o sombreamento enquanto os teores de nitrogénio total decresceram. A
atividade da enzima redutase do nitrato nas folhas aumentou com o nivel de

sombreamento das plantas em todas as cultivares.

2.7 Caracteristicas da glutamina sintetase — GS

A principal rota de assimilagdo do nitrogénio amoniacal (NH4') nas
plantas se da por meio da atividade da enzima glutamina sintetase (GS), a qual
ocorre em diferentes isoformas e localizagdes na planta (Miflin et al., 1981;
McNally et al., 1983; Hirel et al., 1984).

A enzima GS catalisa a conversao do aminoacido glutamato (GLU) em
glutamina (GLN) por meio da reagdo que envolve a participagdo de GLU,
amoénio, ATP e um cation divalente como cofator, conforme apresentada na

expressao 4.

GS
Glutamato (GLU) + NHs" + ATP ——  glutamina (GLN) + ADP + ¢ (4)

(Mgz+, Mn2+, C02+)

Quando o cofator é o ion Mg*™ o Km para o aménio esta entre 10 e 50
uM (Miflin et al., 1981). Uma vez formada a GLN pode ser utilizada em diversos
eventos metabdlicos, cedendo o nitrogénio assimilado para a formagédo de
outros compostos nitrogenados, sendo, juntamente com a asparagina e
ureideos, os principais compostos nitrogenados translocados nas plantas (Joy,
1988).
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Estruturalmente a enzima GS é composta, predominantemente, de oito
subunidades, resultando num arranjamento octamérico. Cada subunidade tem
massa molecular em torno de 47 kDa que resulta numa massa molecular total
da enzima igual a 380 kDa (Cullimore et al., 1983; Robert & Wong, 1986; Cai &
Wong, 1989).

McNally & Hirel (1983) sugeriram que havia duas isoformas da enzima
GS nas plantas, uma localizada no citoplasma (GS+) e a outra no cloroplasto ou
plastidio (GSy).

A partir de cloroplastos de tabaco, utilizando dodecil sulfato de s6dio em
gel de poliacrilamida em HPLC, foi purificada e identificada uma enzima GS;
(Hirel et al., 1984). Os autores observaram a ocorréncia de uma subunidade
polipeptidica com peso molecular de 45 kDa. Com base nesse resultado foi
sugerida uma composi¢ao protéica de 4 subunidades diferentes, com eventuais
modificagdes pos-transducionais e ou pos-transcricionais.

Ericson (1985) purificou a GS;, a partir de cloroplastos de espinafre
identificando uma proteina com peso molecular de 360 kDa, composta por oito
subunidades de 44 kDa.

Em estudo realizado sobre a ocorréncia de isoenzimas da glutamina
sintetase (GS) em Chrolela kessleri foi observada a mesma massa molecular
para GS1 e GS; em torno de 350 kDa, com predominancia da GS1da ordem de
60 % a 80 % em relagcdo a GS,, bem como uma maior estabilidade da GS4 ao
calor - 30 °C durante 30 minutos (Sumar et al., 1984).

Segundo Bennett & Cullimore (1989) e Cock et al. (1991) no feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) existe, pelo menos quatro isoformas da enzima GS,
inclusive em radiculas de pléntulas em germinagédo, assim como isoformas
especificas para as plantas noduladas.

Nas folhas também existem duas enzimas diferentes a GS4 e a GS,. A
GS; é restrita ao citossol enquanto a GS; ao cloroplasto (Hirel et al., 1984). Tem
sido sugerido que a enzima GS4 possui a fungado de assimilagdo da aménia no
citossol em condi¢cées de escuro (McNally et al., 1983). Segundo Edwards &
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Coruzzi (1989) a enzima GS, das folhas é induzida pela luz e o ion NH,",
estando envolvida, também, no uso do NH," da fotorrespiragéo. Wallsgrove et
al. (1987) demonstraram que a aménia produzida durante a fotorrespiragao
pode ser reassimilada pela planta no cloroplasto.

De acordo com Lam et al. (1996) a enzima GS, localizada nos plastidios
das raizes, forma N-amida consumido in loco, enquanto a GS dos cloroplastos
foliares reassimila o nitrogénio na forma amoniacal (NH;") formado durante a
fotorrespiracdo. A quantidade de carboidrato e de radiacdo influencia a
expressao das formas dessa enzima presente nos plastidios, sem efeito sobre
as formas citosodlicas.

De maneira semelhante a RN a regulagdo da atividade da glutamina
sintetase (GS) pode ser induzida por diferentes estimulos externos ou
fisiologicos, dependendo do 6rgao da planta ou da isoforma da GS (Pujade-
Renaud et al., 1994). A luz, por exemplo, aumenta a quantidade de RNAm da
enzima GS; em folhas de ervilha, fumo e tomate (Becker et al., 1992). Edwards
& Coruzzi (1989) observaram que a expressao de um gene nuclear para GS; é
afetada, sensivelmente, pela luminosidade. Tjaden et al. (1995) descreveram a
flutuacédo da atividade da enzima GS, conforme a quantidade de radiagao e da
atividade da RN, observando aumentos da GS na presenca de luz
concomitantemente ao aumento da atividade da RN.

Além da atividade da sintetase na assimilagdo do amébnio em
compostos organicos a GS atua biossintéticamente na produgao de y - glutamil
hidroxamato a partir do glutamato, ATP e hidroxalamina (Franden & Robertson,
1980).

A partir da analise de extratos Woolfolk & Stadtman (1964), concluiram
que a atividade da GS poderia ser quantificada por meio da formagéao do y -
glutamil hidroxamato, a qual pode ser inibida pela agdao do AMP, GTP, CTP,
alanina, glicina e triptofano nas concentracdes de 0,002 a 0,005 M.

Analises eletroforéticas evidenciaram que a enzima GS é composta por

dois tipos de subunidades polipeptidicas. Tanto a isoforma da GS presente nas
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raizes como nas folhas sdo compostas de polipeptideos denominados o e 8
(Lara et al., 1984). Nos nodulos, as subunidades que formam a enzima s&o do
tipo B e a, as quais diferem entre si no ponto isoelétrico, mas ndo em relagao ao
tamanho. Assim, a GSy; seria composta de um conjunto formado apenas por

subunidades 3, caracterizada como uma enzima homo-octamérica.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagao do experimento

O experimento foi instalado em vasos na casa de vegetagdo do
Laboratério de Biotecnologia Agricola do Departamento de Ciéncias Bioldgicas
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, SP.

De acordo com a classificagdo de Koppen o clima regional é do tipo
Cwa, tropical de altitude com inverno seco. As coordenadas geograficas da
regido sdo: 22° 42’ 30” de latitude sul, 47° 38’ 00” de longitude oeste e altitude
de 550 m.

3.2 Formacgao das mudas de café
Para a formacdo das mudas de café foram utilizadas sementes da

cultivar Obata IAC 1669-20 da espécie Coffea arabica L., cujas caracteristicas
principais sao: porte baixo, tolerancia ao agente da ferrugem, elevada
capacidade produtiva e adaptabilidade para o plantio adensado ou em renque.

As sementes foram distribuidas em germinadores de areia na proporg¢ao
de 1 kg m? e, posteriormente, as plantulas germinadas foram repicadas em
tubetes no estadio de folhas cotiledonares expandidas - “orelha de oncga”,
conforme recomendacdes do IBC (1986).

Para o transplante foi retirado o terco final da raiz principal para evitar o
desvio lateral das mesmas. Na sequéncia, a muda foi colocada em orificios

abertos no substrato e, em seguida, efetuou-se uma leve compressao
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para eliminar os espagcos com ar proximo das raizes, com a finalidade de
favorecer a sobrevivéncia e a fixagao da planta.

Ap6s o transplante as mudas permaneceram ftrinta dias no “viveiro
bercario” com 50 % de luz, proporcionada pela cobertura da tela sombrite. As
plantas nesse periodo foram irrigadas com turno de 2 h durante cinco minutos,
das 8:00 h as 18:00 h, perfazendo cinco irriga¢des diarias.

Quando as mudas apresentavam seis pares de folhas expandidas as
mesmas foram transferidas para vasos contendo 5 L de uma mistura de terra
(70 % volume) e esterco (30 % volume), a qual foi adicionada 5 kg de
superfosfato simples, 0,5 kg de cloreto de potassio e 2,5 kg de calcario
dolomitico por metro cubico (Thomaziello et al., 1996). Ao volume de 1000 litros
formado pela mistura de terra (70 %) e esterco (30 %) foi adicionada as
respectivas quantidades de fertilizantes e corretivos.

Ap0s o plantio das mudas nos vasos, as mesmas permaneceram durante
45 dias em ambiente com 50 % de luz, sob tela sombrite, visando a aclimatagao
e sobrevivéncia das plantas. No final do periodo foram selecionadas 40 plantas
uniformes quanto ao porte e vigor e que ja haviam emitido o sétimo par de
folhas, uma garantia de que as mesmas haviam sobrevivido ao estresse

provocado no plantio.

3.3 Tratamentos utilizados e conduc¢ao das plantas

As plantas selecionadas foram deixadas a pleno sol até a emissao do
oitavo par de folhas, aproximadamente, 30 dias apds o periodo de aclimatagao.
Posteriormente, 20 plantas continuaram expostas ao sol (T1: 100 % de luz) e 20
plantas foram submetidas a meia sombra (T2: 50 % de luz), utilizando tela
sombrite. As plantas dos tratamentos a pleno sol e a meia sombra
permaneceram trés meses nestas condig¢des.

Durante o experimento as plantas foram, periodicamente, irrigadas com

a finalidade de manté-las turgidas — sem estresse hidrico.
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A adubacédo foi feita usando nitrogénio (N) e potassio (K) em duas
coberturas, sendo a primeira realizada 20 dias apds a emissdo do nono par de
folhas, fornecendo 25 mg pIanta'1 de N e K. Trinta dias depois da primeira
cobertura, quando as plantas apresentavam o décimo par de folhas e ramos
plagiotrépicos em crescimento, foi realizada a segunda cobertura, sendo
aplicada 50 mg planta™ de N e K, usando como fonte de N a uréia (45 % N) e
de K, o cloreto de potassio (60 % K;0).

O controle fitossanitario foi efetuado, preventivamente, por meio da
aplicacdo no solo de dissulfoton associado ao triadimenol (0,5 g planta” do
produto comercial baysiston).

Esses cuidados tinham como objetivo evitar que as plantas fossem
submetidas a estresses bibticos (pragas e ou doengas) e ou abidticos (falta de
agua), exceto em relagéo a variavel em estudo — nivel de exposi¢ao das plantas

a luminosidade.

3.4 Variaveis avaliadas

Nas mudas de cafeeiro arabica com doze meses de idade, conduzidas
em casa de vegetacdo a pleno sol (T1: 100 % luz) e a meia sombra (T2: 50 %
de luz), foram efetuadas as determinagdes das atividades das enzimas
redutase do nitrato — RN (umol NO, h™ g MF) e da glutamina sintetase — GS
(uM de y-GH h™ mg™" proteina).

Com a finalidade de fornecer subsidios a compreensao dos resultados
foram feitas avaliagdes ecofisioldgicas complementares como: (i) temperatura
atmosférica, no ambiente em que as mudas foram conduzidas — Ta (°C), (ii)
temperatura foliar — Tf (°C), (iii) radiagéo fotossinteticamente ativa — PAR (umol
m2s™), (iv) condutancia estomatica — gs (mol m? s™), (v) taxa de transpiragao
foliar — E (mmol m? s™), (vi) taxa de fotossintese liquida — A (umol CO; m?s™)

e (vii) teor de proteina total soltvel — PTS (mg PTS g™ MF).
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O crescimento vegetativo das plantas foi analisado mediante a
determinacédo das variaveis: (viii) altura de plantas — H (cm), (ix) didametro de
caule — DC (mm), (x) numero de ramos plagiotrépicos — NRP, (xi) numero de

folhas — NF e (xii) matéria seca de folhas — MS (g).

3.5 Preparo dos extratos para analise das atividades enzimaticas

De cada planta (repeticdo) coletou-se 1,0 g de material vegetal na
forma de discos de folhas (Figura 1), o qual foi fracionado e submetido a uma
pequena quantidade de nitrogénio liquido durante a maceracgdo, tendo sido
adicionado 2,0 ml da solugédo de extragdo, antes desse processo (maceragao
em graal).

O material foi homogeneizado e depois centrifugado a 5000 rpm
durante 5 minutos a 4° C. O material sobrenadante foi transferido para outro
tudo de ensaio e acondicionado em recipiente com gelo moido e, em seguida,

foi feita a determinacdo das atividades enzimaticas.

3.5.1 Atividade da redutase do nitrato (RN)

A determinagdo da atividade da redutase do nitrato foi feita
empregando-se o0 ensaio in vivo modificado por Queiroz et al. (1991), com
intervalo de 5 h entre as avaliagdes, efetuadas as 7:00 h, 12:00 h, 17:00 h e
22:00 h. Esse procedimento foi adotado para permitir a comparagao da agao
enzimatica nas diferentes condi¢gbes de luminosidade do experimento (pleno sol
e 50 % de luz) ao longo do periodo luminoso e a noite, em razao da variagéao da
irradiancia.

As amostras de tecido fresco foram coletadas e lavadas com agua
deionizada. Em seguida, retirou-se discos foliares de 100 mg de massa e 0,5
cm de didmetro (Figura 1), os quais foram colocados em tubos de ensaio
contendo 5 ml de solugao tampéao POy, pH 7,4 50 mM + KNO3; 200 mM.

Essas amostras foram infiltradas a vacuo durante 1 minuto com a

finalidade de aumentar a penetracdo da solugcdo nos tecidos. Posteriormente,
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os tubos de ensaio contendo o material vegetal foram incubados em banho-
maria a 30° C por 1 hora ao abrigo da luz, envoltas com folha de aluminio. A
paralizacdo da reacgao foi feita com a adigdo de 1 ml de sulfanilamida a 1 % em

HCI 2 N e, a seguir, adicionou-se 1 ml de a-naftilenodiamino 0,05 %.

50 % luz 100 % luz ,r

Figura 1 — Método de coleta de discos foliares para a determinag¢ao da atividade

das enzimas redutase do nitrato e glutamina sintetase em folhas de
Coffea arabica cv. Obata IAC 1669-20 cultivadas a pleno sol e a

meia sombra

A leitura foi feita em espectrofotdbmetro a 540 nm, sendo a atividade da

enzima determinada pela quantidade de nitrito (NO2") produzida, comparando os
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valores obtidos com uma curva padrao para esse ion, previamente estabelecida.

Os resultados obtidos dessa variavel foram expressos em umol NO, h™’ g'1 MF.

3.5.2 Atividade da glutamina sintetase (GS)

A atividade especifica da sintetase da glutamina foi obtida utilizando o
método proposto por Elliott (1953), o qual explora a atividade biossintética dessa
enzima na formacé&o de y - glutamil hidroxamato.

Essa reacao foi realizada sob agitacdo continua em banho-maria a 30 °C
em tubo de ensaio, no qual foram adicionados 0,25 ml de tampao TRIS — HCL
200 mM, pH 7,5; 0,1 ml de ATP 50 mM, pH 7,0; 0,25 ml de glutamato de sodio
500 mM; 0,05 ml de MgSO; 0,05 ml de cisteina 100 mM; 0,15 ml de hidoxilamina
100 mM, pH 7,0 e 0,15 ml de extrato, totalizando 1 mililitro (ml).

Ap6s o periodo de incubagao a reacao foi interrompida pela adi¢ao de 1
ml do reagente cloreto férrico - FeClz (10 %)/TCA (24 %)/HCI (6 N), 1:1:1 —
formando um complexo marrom amarelado como precipitado. Em seguida, a
mistura foi centrifugada a 5000 rpm e no material sobrenadante foi realizada a
leitura colorimétrica para determinar a formagao de y - glutamil hidroxamato.

A leitura foi feita a 540 nm em espectrofotdbmetro marca HITACHI e
modelo U — 3210, sendo a determinagao da atividade enzimatica realizada a partir
da comparacao da leitura obtida com uma curva padrao, preparada previamente.
Os resultados obtidos dessa variavel foram expressos em umoles y-glutamil
hidroxamato produzido por hora por miligrama de proteina (uM de y-GH h™' mg™

proteina).

3.6 Avaliagoes ecofisiologicas
As determinagbes das variaveis ecofisiolégicas como a condutancia
estomatica (gs, mol m? s™), taxa de transpiragdo (E, mmol m? s™), taxa de

2 §7), temperatura foliar (Tf, °C),

fotossintese liquida (A, umol CO; m
temperatura do ar (Ta, °C) e radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR, pmol m™

3'1) foram efetuadas nas folhas utilizadas para a determinagdo da RN. A
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avaliagao desses atributos ecofisioldgicos foi feita utilizando um medidor portatil
modelo LI - 6400 (LICOR NE, USA) (Figura 2), com intervalo de 5 h entre as
avaliagdes, ou seja, as 7:00 h, 12:00 h e 17:00 h. Esse procedimento foi
adotado para permitir a comparagdo da acdo enzimatica nas diferentes
condi¢gbes de luminosidade do experimento (T1: pleno sol e T2: meia sombra)

ao longo do periodo luminoso, em fungao da variagao diaria da irradiancia e dos

referidos atributos ecofisiologicos (Ta, Tf, gs, E, A e PAR).

Figura 2 - Medidor portatii modelo LI - 6400 utilizado para determinar os
atributos ecofisiologicos como a temperatura atmosférica (Ta),
temperatura foliar (Tf), conduténcia estomatica (gs), taxa de
transpiracédo (E), taxa de fotossintese liquida (A) e radiagao

fotossinteticamente ativa (PAR)

3.7 Determinagao do teor de proteina total soluvel (PTS)
Para a determinagao do teor de proteina total soluvel (PTS) foi utilizada a
metodologia de Bradford (1976), usando extratos preparados com o tampao TRIS.
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Numa aliquota de 100 ul do extrato foi acrescentada 5 ml do reagente de
BRADFORD resultando em uma mistura colorida, em que foi feita a leitura a 595
nm em espectrofotdmetro marca HITACHI, modelo U — 3210.

O reagente de BRADFORD foi preparado com 100 mg de COMASSIE
BRILLIANT BLUE G — 250 dissolvidos em 50 ml de etanol 95 % e 100 ml de
H3PO4 85 %. O volume dessa mistura foi aferido para 1 litro e filtrado duas vezes
utilizando filtro de papel qualitativo da marca REAGEN.

O teor de proteinas total soluvel (PTS) das amostras foi calculado a partir
de uma curva padréo feita com albumina de soro bovino (BSA), sendo os

resultados obtidos dessa variavel expressos em mg g’ de matéria fresca (MF).

3.8 Analise vegetativa

3.8.1 Altura de planta (H)
A altura (H; cm) das plantas foi efetuada com uma régua milimetrada
entre o nivel do solo, na regido do colo da planta, e a insergdo do ultimo par de

folhas expandidas.

3.8.2 Diametro do caule (DC)
Esse parametro (DC; mm) foi determinado utilizando um paquimetro
digital, obtendo as medidas na regi&o do caule localizado abaixo da cicatriz de

insercao das folhas cotiledonares.

3.8.3 Numero de ramos plagiotropicos (NRP)
No final do experimento foram contados os ramos produtivos (NRP)

emitidos pelas plantas de cada tratamento.

3.8.4 Numero de folhas da planta (NF)
As folhas do caule e dos ramos produtivos foram, também, recolhidas e
quantificadas (NF).
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3.8.5 Matéria seca de folhas (MS)
A matéria seca (MS; g) foi obtida por meio da determinacdo da massa
de folhas em balanga de precisao, apds a secagem da planta em estufa a 70° C

com circulagao de ar forcada durante 36 horas.

! e i R e iy = e S < LT R T T

Figura 3 — Mudas de cafeeiro Coffea arabica L. cv Obata IAC 1669-20, com doze

meses de idade, cultivadas a pleno sol e a meia sombra

3.9 Analise quimica de folhas

3.9.1 Preparo do material vegetal para analise

A analise quimica para a determinagdo de macronutrientes e
micronutrientes foi realizada no material vegetal proveniente das analises da
redutase do nitrato (RN). As folhas e os discos foliares utilizados na determinagao
da atividade enzimatica foram submetidos a secagem em estufa a 70° C com
circulacao de ar forcada durante 36 horas. Apds o resfriamento do material

realizou-se a medigdo da matéria seca (g), utilizando-se uma balanga de precisao.
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Posteriormente, o material foi moido e preparado para a analise quimica,

conforme metodologia proposta por Malavolta et al. (1989).

3.9.2 Determinagao de macro e micronutrientes

Os teores de macronutrientes (P, K, Ca, Mg e S) e micronutrientes (Cu,
Fe, Mn e Zn) foram obtidos através da digestdo nitro-perclorica. O N foi
determinado por meio da digestao sulfurica e o B por incineragdo (Malavolta et al.,
1989).

Para a digestao nitro-perclérica foi feita inicialmente a pesagem de 0,5 g
de matéria seca (MS) do material a ser analisado, passando em seguida para o
tubo de digestdao em bloco de 40 provas, com 6 ml de solugdo de acido nitrico
mais perclérico na relagao (4+0,5), com temperatura inicial de 50°C. Em seguida
para 75°C e 100°C por mais 15 minutos, depois para 120°C por 30 minutos e
160°C até a eliminac&o total da matéria organica, passando depois para 180°C
visando a homogeneizagado dos volumes das amostras e, finalmente, para 210°C
até a saida de fumos brancos ou reducido do volume final. Foi utilizada 50 ml de
H,0O deionizada no tubo e homogeneizado até dissolver os minerais.

Para a determinagdo do P foi coletado 1 ml do extrato final da digestao
nitro-perclérica e transferido para tubo de ensaio de 15 ml, adicionando ao mesmo
6 ml de uma solugdo vanado-molibdica’. O valor final foi obtido por determinagéo
colorimétrica.

Foram feitos, inicialmente, padrées de uma solucdo 1000 ppm de P, com
acido (10 ml de solugao nitro-perclérica 4+0,5), nas concentragdes de 5, 10, 20,
40, 60, 80 e 100 ppm de P partindo da solucdo de 1000 ppm. Para a
determinacdo da curva padrao coletou-se 1 ml de cada padrdo mais 6 ml de
solugao vanado-molibdica’.
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Solugéo vanado-molibdica’:

% foi usado 125 g de molibdato de aménio em becker contendo 800 ml de
H,O deionizada aquecida a 80°C, agitando-o até a dissolugdo e, em
seguida, deixou esfriando;

% transferiu-se 6,25 g de metavanato de amoénio para becker contendo 200
ml de H,O deionizada aquecida a 80°C, agitando-o até dissolugédo e, em
seguida, deixou esfriando;

% juntou-se a essa solugao 700 ml de NHO3; concentrado e deixou esfriar;

¢ misturou-se as duas solugdes, previamente resfriadas, em baldo de 2 litros
e completou o volume com agua deionizada;

« finalmente, misturou-se 250 ml desta solugéo a 275 ml de agua deionizada.

A determinagédo do enxofre (S) foi feita através da transferéncia de 10 mi
de extrato para tubo de ensaio de 30 ml, adicionando-se a este 1ml de HCI 6N
com 20 ppm de S, mais 0,5 g de BaCl,. Foram preparados padrdes de 5, 15, 25,
40 e 50 ppm mediante solugao estoque de S a 1000 ppm. Utilizou-se, também, o
método colorimétrico.

Por meio do uso de 1 ml de extrato misturado a 19 ml de 6xido de lantanio
a 0,1% em tubo de ensaio de 30 ml, os elementos K, Ca e Mg foram quantificados
por espectrofotdmetro de absorgao atbmica com lampadas de catodo oco.

Os elementos Cu, Fe, Mn e Zn foram quantificados diretamente mediante
a leitura no extrato nitroperclérico, por espectrofotometro de absor¢ao atébmica.

O nitrogénio foi determinado utilizando o processo de digestdo sulfurica,
pesando inicialmente 0,1 g de MS a qual foi transferida para tubo de digestao,
onde foi adicionada 5 ml da mistura digestora? contendo acido sulfirico com sais
e catalizadores. A temperatura foi aumentada de 50 em 50°C por
aproximadamente 30 minutos até atingir 350°C. Para a destilagdo utilizou-se o
volume de NaOH * 15N suficiente para neutralizar o acido e deixar o meio

alcalino, liberando assim a NHj3, a qual foi fixada em solugdo indicadora de acido
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borico. Em seguida, fez-se a titulagdo com H,SO4 até a formagdo de (NH4),SO4

na presenca de indicador acido/base.

Solugao digestora?:
% colocou-se 2 litros de H,O em becker plastico de 4 litros;
+ adicionou-se 1 g de Na,SeOs; (selenito de sddio) e dissolveu;
+« adicionou-se 45 g de CuS04.5H,0 e dissolveu;
+ adicionou-se 190 g de Na,SO4 anidro e dissolveu;
% adicionou-se 1 litro de H,SO4 contendo 5 g de acido salicilico dissolvido;
+ adicionou-se 1 litro de H,SO4 concentrado até completar 2 litros de H,SOy4.

A determinagao de boro (B) foi feita em agua quente usando aquecimento
em microonda, tendo sido usado 10 cm® de solo misturado com 20 ml da solugéo
extratora de cloreto de bario, formada pela dissolugdo de 1,25 g L' dosalem1L

de agua deionizada de acordo com metodologia proposta por Abreu et al. (2001).

3.10 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
utilizando dois tratamentos: T1 - plantas a pleno sol (PS: 100% de luz) e T2 -
plantas a meia sombra (MS: 50 % de luz), com cinco repeticdes. Cada
repeticao era constituida por uma planta por vaso, perfazendo 20 plantas por
tratamento, em raz&o das avaliagbes serem realizadas em conjuntos de cinco
plantas em quatro horarios diferentes.

Os resultados obtidos para cada variavel estudada foram submetidos a
analise de variancia para a comparacdo de médias entre os referidos

tratamentos (T1 e T2).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade da redutase de nitrato (RN)

A atividade da enzima redutase de nitrato (RN) determinada a pleno sol
(PS) decresceu ao longo do periodo luminoso (Figura 4), corroborando
resultados anteriores obtidos por Cordeiro et al. (1984), Alves et al. (1985) e
Queiroz et al. (1993).
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Figura 4 — Médias da atividade da redutase do nitrato (RN) em mudas de Coffea
arabica L. cv Obata IAC 1669-20 cultivadas a pleno sol e a meia
sombra as 7:00 h, 12:00 h, 17:00 h e 22:00 h
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As médias obtidas para a atividade da RN as 7:00 h nas plantas a
pleno sol (0,82 pmol NO, h! g'1 MF) foram 70 % e 82 % superiores aquelas
determinadas as 12:00 h (0,26 ymol NO, h™ g MF) e as 17:00 h (0,15 umol
NO, h™ g'1 de MF), respectivamente (Figura 4). A atividade dessa enzima (RN)
as 22:00 h mais que duplicou, uma vez que chegou a 1,63 pmol NO, h™ g™ de
MF em relacao ao valor determinado as 7:00 h.

Nas plantas a meia sombra (50 % luz) a atividade da RN alternou ao
longo do periodo luminoso (7:00 h as 17:00 h) apresentando uma tendéncia
diferente do que foi observado em relagcdo a atividade dessa enzima nas
plantas expostas ao sol. Nas plantas conduzidas sob 50 % de luz evidenciou
uma atividade superior da RN durante o periodo luminoso, as 12:00 h (0,66
umol NO; h™ g™ de MF).

Os resultados obtidos no presente experimento corroboram resultados
publicados por varios autores, os quais verificaram que a atividade da enzima
RN, nas folhas do cafeeiro, aumenta com o sombreamento, no periodo de
maior irradidncia (Miranda Neto, 1970; Carvalho, 1975; Faleiros et al., 1975;
Fahl et al., 1994). Este comportamento pode ser explicado, em parte, pela
reassimilagdo do nitrogénio liberado no processo fotorrespiratorio cuja
ocorréncia pode ser inferida com base na elevada temperatura foliar 40,7° C em
relacdo a temperatura do ar 38,8° C obtida nas plantas a pleno sol (Tabela 1).
De acordo com Stitt et al. (2002) a assimilagdo do amoénio liberado durante a
fotorrespiracdo em plantas C3 representa cerca de 90 % do fluxo por meio da
rota GS/GOGAT. O aumento da atividade da RN as 12:00 h a meia sombra
pode ser, também, uma consequéncia da absorgédo de nitrogénio do solo, uma
vez que a condutancia estomatica (Figura 8) e a taxa de transpiragéo (Figura 9)
mantiveram o fluxo xilematico, tendo apresentado valores superiores aqueles
obtidos nas plantas expostas ao sol. Esta afirmacgao é reforcada considerando o
teor de N foliar determinado as 12:00 h (29,8 g kg™') comparada a concentracéo
do elemento as 7:00 h (23,8 gkg™) e as 17:00 h (25,6 g kg") (Tabela 2).
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A atividade da redutase do nitrato nas plantas a pleno sol as 7:00 h foi,
em média, 73 % maior (p<0,05) em relagdo aquela determinada nas plantas a
MS (50 % de luz). Este comportamento pode ser explicado observando as
medidas da taxa de fotossintese liquida (Figura 7) e da condutancia estomatica
(Figura 8) nesse momento. Na avaliagdo feita as 7:00 h, em razdo da baixa
luminosidade (45 umol quanta m? s sob meia sombra - MS), as médias da
fotossintese liquida (A: 3,50 pmol CO, m? s™) e da condutancia estomatica (gs:
0,043 mol m™ 3'1) sdo inferiores aquelas obtidas nas plantas expostas ao sol (A:
8,86 pmol CO, m? s™ e gs: 0,149 mol m? s™) o que, provavelmente, contribuiu
para a menor atividade da RN (0,335 pmol NO;” h™ g de MF), uma vez que
esta enzima é pouco ativa quando diminui a concentragdo de CO, (Kaiser &
Huber, 2001).

Assumindo que a atividade da RN seja afetada pela quantidade de gas
carbdnico, pode-se afirmar que a mesma ocorreu devido a elevada resisténcia
estomatica ao CO,, aproximadamente, 3,5 vezes superior a resisténcia medida
nas plantas exposta ao sol (PS). Outro aspecto a ser considerado € a
concentragdo de N foliar a qual era da ordem de 30,7 g kg™ nas folhas das
plantas ao sol, teor mais elevado do que aquele determinado nas plantas a
meia sombra que foi igual a 23,8 g kg™ (Tabela 2).

A tese de que a atividade da RN (Figura 4) depende da fotossintese
pode ser corroborada por meio das avaliagdes efetuadas as 7:00 h nas plantas
a pleno sol, bem como nas plantas a meia sombra as 12:00 e 17:00 h, uma vez
que a atividade dessa enzima acompanhou a taxa de fotossintese liquida
(Figura 7). Entretanto, as 22:00 h os valores dessa variavel (RN) também foram
elevados, mesmo na auséncia da fotossintese, pois os estdbmatos das plantas
C3 (cafeeiro) e C4 estdo fechados a noite. A afirmacdo de Bachmann et al.
(1995), de que a RN pode ser ativada no escuro mediante o fornecimento de
acucar as folhas pode explicar a atividade da referida enzima as 22:00 h.

Provavelmente, parte das reservas da energia produzida durante o periodo
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luminoso seriam utilizadas para ativar a RN (Carelli et al., 1990; Queiroz et al.,
1993).

No inicio do periodo luminoso (7:00 h) a elevada taxa fotossintética nas
plantas PS deve ter diminuido a concentracdo de CO, foliar, provocando uma
reducdo no pH das células guardas estomaticas. Tal condigdo favorece a
atividade catalizadora da enzima transformadora do amido (insoluvel) em
sacarose (soluvel) (Dennis, 1987). Dessa maneira, haveria uma maior
hidratagdo das células guardas em razédo da solubilidade da sacarose, pelo
abaixamento do potencial osmdético, favorecendo a entrada de agua e, em
consequéncia, a abertura dos estdmatos. Neste experimento, essa afirmacgao
pode ser verificada por meio da condutancia estomatica (Figura 8), a qual foi
superior (p<0,01) nas plantas expostas ao sol comparativamente as plantas a
meia sombra.

Estudos desenvolvidos por Talbott & Zeiger (1998) confirmaram a
importancia da hipétese do acucar-amido na abertura estomatica, abandonada
com a descoberta do papel do K, ion osmoticamente ativo, na regulagao da
atividade das células guardas. No presente trabalho, o teor foliar de K na
amostra efetuada as 7:00 h nas plantas a pleno sol foi da ordem de 21,4 g kg™,
semelhante a concentracdo determinada nas folhas das plantas a meia sombra
(20,7 g kg™') (Tabela 2). Embora néo tenha sido avaliado o teor de K das células
guardas, pode-se admitir que a maior condutancia estomatica verificada as
7:00h deveu-se, em parte, a quantidade de sacarose resultante da
transformacdo do amido e da taxa fotossintética atual (Figura 7). Assim, na
presenca de maior quantidade de carboidrato, embora n&o tenha sido
quantificado, o mesmo (CH,0O) pode ter contribuido para o aumento da pressao
de turgor nas células guardas. Esta observacdo leva em consideragcdo a
auséncia de limitacdo hidrica, a qual pode ser confirmada por meio da elevada
taxa de transpiracdo as 7:00 h, tendo sido 2,7 vezes superior nas plantas

expostas a irradiagéo (Figura 9).
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4.2 Atividade da glutamina sintetase (GS)

A atividade da glutamina sintetase (GS) diferiu (p<0,01) entre as plantas
expostas ao sol e a meia sombra as 7:00 h e 12:00 h (Figura 5). Nas plantas a
pleno sol a atividade da (GS) foi da ordem de 78,1 uM y-GH h™ mg™” PTS, em
média, 28 % inferior aquela obtida nas plantas sombreadas (108,1 pM y-GH h"
mg” PTS).
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Figura 5 — Médias da atividade da glutamina sintetase (GS) em mudas de
Coffea arabica L. cv Obata IAC 1669-20 cultivadas a pleno sol e a
meia sombra as 7:00 h, 12:00 h, 17:00 h € 22:00 h

A elevada atividade da GS nas primeiras horas do periodo luminoso
pode estar relacionada com a atividade da RN no periodo noturno antecedente,
uma vez que o cafeeiro, diferente de outras plantas, apresenta grande atividade
da R-NOj3™ no escuro (Faleiros et al., 1975; Cordeiro et al., 1984; Carelli et al.,
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1990), apresentando um pico no final da noite (Queiroz et al., 1993). Com isso,
o amodnio formado nesse periodo seria reassimilado pela GS em compostos
organicos, para evitar prejuizos as células. De acordo com Matt et al. (2001) a
elevada atividade da GS em plantas de fumo cultivadas em meio contendo
nitrato de amdnio, se deveu ao acumulo durante o dia e por ter permanecido em
niveis elevado a maior parte do periodo noturno. Fato semelhante ocorreu com
o cafeeiro no presente experimento, s6 que por motivo diferente, uma vez que a
atividade enzimatica da redutase do nitrato no escuro, forneceu substrato
(NH4") para a agéo da glutamina sintetase na antemanha.

Os resultados da atividade da GS as 17:00 h e 22:00 h n&o diferem
estatisticamente entre as plantas conduzidas a pleno sol ou expostas a meia
sombra (Figura 5). Verifica-se, entretanto, uma tendéncia crescente da
atividade dessa enzima nesse periodo (17:00 h as 22:00 h),
independentemente, do grau de exposigédo das plantas a irradiéncia, passando,
em média, de 49,9 uM y-GH h™' mg™ PTS para 90,9 pM y-GH h™ mg™ PTS nas
plantas do tratamento a pleno sol e de 55,0 uM y-GH h™" mg™" PTS para 96,6 uM
v-GH h" mg™ PTS naquelas mantidas sob meia sombra (Figura 5).

A flutuacdo da atividade da GS pode ser explicada pela sua
dependéncia da quantidade de luz e da propria atividade da RN (Tjaden et al.,
1995). No periodo das 17:00 as 22:00 h foi constatado um aumento na
atividade da RN de 0,15 pmol NO, h™ g™ de MF para 1,63 umol NO; h™ g de
MF nas plantas expostas a irradiagéo luminosa e de 0,35 pmol NO,” h™ g'1 de
MF para 0,69 pmol NOy h’ g'1 de MF naquelas mantidas a meia sombra
(Figura 4). Entretanto, os resultados obtidos no periodo da manhad néo
corroboram as afirmagdes de Tjaden et al. (1995), uma vez que as 7:00 h
verificou-se maior atividade da glutamina sintetase 108,1 uM y-GH h™' mg™ PTS
nas plantas a meia sombra e com menor atividade da RN (Figura 4), enquanto
as 12:00 h a maior agado dessa enzima (GS) ocorreu nas plantas expostas ao
sol (73,2 uM y-GH h™" mg”" PTS) com menor atividade da RN. Portanto, a

atividade da glutamina sintetase em cafeeiro ndo pode ser explicada apenas
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pelos fatores luminosidade e atividade da RN. A acdo da R-NOj3; no periodo
escuro, bem como a intensidade da fotorrespiracdo no cafeeiro,
independentemente da saturagcdo do aparelho fotossintético das plantas
expostas ao sol, evidenciado pelos valores da GS as 22:00 h (90,9 uM y-GH h™
mg” PTS) e as 12:00 h (73,2 uM y-GH h™' mg™” PTS), fornecem, provavelmente,
substrato (amonio) a atividade dessa enzima (GS).

A atividade da RN as 12:00 h apresentou, também, diferenca
significativa (p<0,01) entre os tratamentos estudados, sendo que, sob
sombreamento, a atividade da RN foi, aproximadamente, 2,5 vezes maior que
aquela obtida nas plantas ao sol (Figura 4). No entanto, os valores obtidos para
a atividade da GS foram maiores (p<0,05) nas plantas expostas a radiagao
solar (100 % luz) em comparagao as plantas a meia sombra (50 % luz). Esse
comportamento da atividade da GS, provavelmente, esta relacionado com a
presenca de aménio proveniente da fotorrespiracdo, visto que o cafeeiro a
pleno sol as 12:00 h encontrava-se sob intensa radiagcédo fotossinteticamente
ativa (PAR: 1.302 umol m? s™) e elevada temperatura foliar 40,7° C. Nesse
horario (12:00 h), a combinagdo dos resultados como: baixa condutancia
estomatica (gs: 0,06 mol m? s™), menor taxa de transpiracéo (E: 3,90 mol H,O
m?s”) e de fotossintese liquida (A: 7,60 umol CO, m? s™), juntamente com a
reduzida atividade da redutase do nitrato (RN: 0,26 umol NO, h™ g (MF),
comparativamente as médias verificadas nas plantas a meia sombra, nao
justificam a elevada atividade da GS determinada as 12:00 h. Esse
comportamento pode ser explicado pelo aumento da disponibilidade de amdnio
originado da fotorrespiragado que ocorre nas plantas de cafeeiro expostas ao sol,
superando a rota normal, quando o substrato (NH;") advém da atividade da
redutase do nitrato.

Outra explicagdo pode ser dada por meio do teor de proteina total
soluvel (PTS) determinado as 12:00 h, o qual diferiu (p<0,05) entre as plantas a
pleno sol (0,482 mg PTS g' MF) e a meia sombra (0,318 mg PTS g MF)

(Figura 6). Essa diferenga pode estar relacionada com o decréscimo na
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atividade da GS ocorrido no mesmo horario (Figura 5). Hausler et al. (1994)
estudaram a fotossintese em folhas de cevada que apresentavam reduzida
atividade da glutamina sintetase. De acordo com os autores houve um
decréscimo na atividade tanto da GS quanto da Fd — GOGAT o que implicou na
diminuicdo na quantidade de proteina foliar. Para os autores, a proteina total
por unidade de area foliar decresceu 10 % a 17 % quando a atividade da GS
caiu 50 %. Os dados do presente trabalho evidenciaram uma reducgdo de
aproximadamente 38 % nos teores de PTS entre as determinagdes efetuadas
as 7:00 h e 12:00 h, nas plantas conduzidas a meia sombra (MS). Nesse

periodo, a atividade da GS decresceu, em média, 58 % passando de 108,1 uM

v-GH h" mg™ PTS para 44,5 uM y-GH h™ mg™" PTS (Figura 6).

mgPTS g™ (MF)

17:00
Periodo (hs)

E3Pleno sol B Sombreado

Figura 6 — Médias de proteina total soluvel (PTS) em mudas de Coffea arabica
L. cv Obata IAC 1669-20 cultivadas a pleno sol e a meia sombra as
7:00 h, 12:00 h, 17:00 h e 22:00 h
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4.3 Atributos ecofisiolégicos

Neste item serdo discutidos os atributos fisiolégicos como a
condutancia estomatica (gs), taxa de fotossintese liquida (A), taxa de
transpiracéo (E), bem como aqueles ligados ao clima, ou seja, a temperatura
atmosférica (Ta), a temperatura foliar (Tf) e a radiagéo fotossinteticamente ativa
(PAR).

A taxa de fotossintese liquida (A) diferiu (p<0,05) entre os tratamentos
(nivel de exposicdo & radiacdo) em todos os intervalos estudados (Tabela 1). As
7:00 h a atividade fotossintética foi maior nas plantas do tratamento PS (8,86
umol CO, m™ s™) apresentando, em média, valores 2,5 vezes superiores em
relacdo as plantas do tratamento MS (3,50 umol CO, m?s™). Estes resultados
estdo correlacionados com as médias obtidas para gs (Figura 8) e E (Figura 9),
uma vez que, neste horario, nas plantas a meia sombra, os estdbmatos estavam
praticamente fechados (0,04 mol m? s) e com baixissima taxa transpiratéria
(0,50 mmol m?s™) (Tabela 1).

Tabela 1. Médias da taxa de fotossintese liquida (A), conduténcia estomatica
(gs), taxa de transpiracdo (E), temperatura atmosférica (Ta),
temperatura foliar (Tf) e radiagcao fotossinteticamente ativa (PAR),
nas mudas de Coffea arabica L. cv Obata IAC 1669-20 cultivadas a

pleno sol (PS) e a meia sombra (MS).

o 7:00 h 12:00 h 17:00 h
Variaveis

PS MS PS MS PS MS
A (umol cCO, m2s™) 8,86a" 3,50b' 7,60b' 12,08a' 6,38b' 11,64a’
gs (mol m?s™) 0,15a" 0,04b" 0,080> 0,21a®> 0,05 0,06™
E (mmol m?s™) 1,37a" 0,50b" 3,90b" 7.80a' 1,87 1,12™
Ta (°C) 27,0a 27,8a 388a 413b 36,9a 30,7b
Tf (°C) 26,1a 26,9a 40,7c 396c 36,6a  29,9c
PAR (umol m?s™) 90 45 1.302 616 450 220

'significativo a 1 % de probabilidade, *significativo a 5 % e "n&o significativo
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Os valores obtidos para a transpiragdo (E) as 7:00 h diferiram
significativamente, com as plantas expostas ao sol trocando maior quantidade
de gases (CO, e vapor d‘agua) com a atmosfera (1,37 mmol m? s™)
comparativamente as plantas conduzida a meia sombra, em razdo da maior
abertura estomatica (0,15 mol m? s™) (Figura 8). N&o foi constatada diferenca
(p>0,05) em relagcédo a temperatura do ambiente (Ta) e a temperatura foliar (Tf)
entre os tratamentos e dentro de cada tratamento (Tabela 1) na avaliagao

efetuada as 7:00 h.

7.

o

A (pmol CO, m?%s™)

e

7:00 12:00 17:00
Periodo (hs)

£l Pleno sol B Sombreado

Figura 7 — Médias da taxa de fotossintese liquida (A) determinada em mudas de
Coffea arabica L. cv Obata IAC 1669 -20 cultivadas a pleno sol e a
meia sombra as 7:00 h, 12:00 h e 17:00 h

No horario das 12:00 h nas plantas a pleno sol as médias de A eram

semelhantes em relacdo aquelas obtidas as 7:00 h, apresentando uma
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tendéncia decrescente (Tabela 1). Entretanto, nas plantas do tratamento a MS a
média obtida para A foi igual a 12,0 pmol CO, m? s™ diferindo (p<0,05) em
relacdo as plantas do tratamento PS (7,60 pmol CO, m?s™). Em condicdes de
meia sombra (MS) o cafeeiro apresentou maior gs (0,21 mol m?s™) e E (7,80
mmol m? s™), indicando uma atividade fisiolégica mais confortavel as plantas
em comparagao as plantas a pleno sol, uma vez que, nesse ambiente, a
irradiancia era muito elevada (1.302 umol m 3'1), superior ao valor considerado
saturante (600 pmol m? s™) ao aparelho fotossintético do cafeeiro (Kumar e
Tieszen, 1980). Neste horario (12:00 h), houve diferenga significativa (p<0,05)

em relacéo a Ta e Tf entre e dentro de cada tratamento (Tabela 1).
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Figura 8 — Médias da condutancia estomatica (gs) em mudas de Coffea arabica
L. cv Obata IAC 1669-20 cultivadas a pleno sol e a meia sombra as
7:00 h,12:00 he 17:00 h
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No periodo estudado a temperatura foliar foi sempre inferior a
temperatura do ar, exceto ao meio dia no tratamento PS. No tratamento MS,
apesar da Ta ter superado a temperatura observada no tratamento PS a Tf foi
mais baixa. Esta elevagdo na temperatura da folha no tratamento PS,
proporcionada pela elevada irradiancia e pela redugéo da gs e E influenciou a
reducdo das médias de A em relacdo as médias verificadas no tratamento MS.
Nas regides tropicais quando a temperatura atmosférica atinge valores da
ordem de 30 °C a 35 °C a temperatura foliar pode chegar a 40 °C a 45 °C
(Kumar e Tiezen, 1980). Estes autores verificaram que A permaneceu
relativamente elevada sob 30 °C a 35 °C, apresentando fotossintese liquida

nula quando a Tf chegou a 45 °C.

12

10 -

2]
|

E (mmol m?s™)

07:00 12:00 17:00
Periodo (hs)

E Pleno sol Sombreado

Figura 9 — Médias da taxa de transpiragdo (E) em mudas de Coffea arabica L.
cv Obata IAC 1669-20 cultivadas a pleno sol e a meia sombra as
7:00 h, 12:00 h e 17:00 h
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A taxa de fotossintese liquida as 17:00 h praticamente se manteve
inalterada nas plantas do tratamento MS em relagdo a avaliagao efetuada as
12:00 h. Entretanto, observa-se uma tendéncia decrescente nos valores de A,
nas plantas do tratamento a pleno sol (PS), desde as primeira horas do dia até
ao entardecer (Figura 7). Comportamento semelhante pode ser observado em
relacdo a gs nas plantas do mesmo tratamento — expostas a radiagao solar
(Figura 8).

4.4 Resultado da analise quimica foliar

Com relagdo aos resultados da analise quimica foliar verificou-se
variagdes nos teores de nutrientes nos momentos avaliados. O teor de N, tanto
nas plantas dos tratamentos PS quanto nas plantas do tratamento MS variou ao
longo do dia, semelhante ao comportamento apresentado pela atividade da
enzima RN. Nas plantas do tratamento PS, os teores decresceram passando de
30,7 g kg™ para 25,3 g kg” e 20,9 g kg™ as 7:00 h, 12:00 h e 17:00 h nessa
ordem, aumentando, na sequéncia, para uma concentracao igual a 30,8 g kg'1
as 22:00 h (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados da analise foliar das amostras utilizadas na determinagao
da atividade da redutase do nitrato em mudas de Coffea arabica L. cv

Obata IAC 1669-20 cultivadas a pleno sol e a meia sombra

N P K Ca Mg S B Cu Mn Zn

Tratamentos horas ;
mg kg

07:00 30,7 29 21,5 104 33 0,8 102 13,4 136 25,8
Pleno Sol 12:00 253 25 184 11,8 3,0 0,8 81 12,3 158 18,9
17:00 20,9 2,3 184 123 3,0 0,8 89 7,5 144 122
22:.00 30,8 2,7 191 10,8 3,1 1,1 137 9,3 140 184

07:00 238 22 207 108 27 1,1 69 13,0 152 22,7
Meia sombra 12:00 29,8 24 214 130 32 13 67 123 145 19,1
17:00 256 2,1 21,4 127 28 13 74 75 141 17,2
22:00 28,6 22 199 11,4 29 09 66 199 101 237
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Nas plantas do tratamento a meia sombra (MS) a concentragdo de N
variou de 23,8 g kg™ as 7:00 h para 29,8 g kg as 12:00 h, decrescendo as
17:00 h para 25,6 g kg'1, aumentando, novamente, as 22:00 h para 28,6 g kg'1
(Tabela 2).

Diimetro (mm)
Altura [em]

n® folhas

n* ramos plagiotrdpicos

Pleno sol‘ Sombreado
o

Figura 10 — Médias do diametro do caule (DC), altura da planta (H), numero de
folhas (NF) e numero de ramos plagiotrépicos (NRP) das mudas
de Coffea arabica L. cv Obata IAC 1669-20 cultivadas a pleno sol

e a meia sombra

Os resultados obtidos para a GS (Figura 5) evidenciam que no intervalo
entre 7:00 h e 12:00 h a enzima apresentou elevada atividade, ao passo que a
RN decresceu. A atividade da GS produz aminoacidos que podem ser utilizados
pela folha ou exportados para os drenos mais proximos como as folhas novas e

as partes em crescimento dos ramos plagiotropicos (apice), ao passo que uma
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menor atividade da RN pode significar uma queda na entrada de nitrogénio
inorganico na folha. Esta redugdo nos teores de nitrogénio, provavelmente, se
justifica em razdo do aumento do numero de folhas e de ramos plagiotropicos,

conforme ocorreu nas plantas do tratamento PS (Figura 10).
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Figura 11 — Médias da matéria seca das folhas (MS) de Coffea arabica L. cv

Obata IAC 1669-20 cultivadas a pleno sol e a meia sombra

A maior producéao de fitomassa, estimada por meio da matéria seca das
folhas da muda de café, reflete as condi¢gdes ecofisiolégicas obtidas no
experimento. De acordo com os resultados apresentados na Figura 11, as
folhas das mudas conduzidas a meia sombra apresentaram maior quantidade
de massa do que as plantas expostas ao sol em consequéncia da superioridade
da taxa fotossintética durante a maior parte do periodo luminoso (Figura 7).
Esta observacdo pode ser explicada, também, pelo menor gasto de energia

para a assimilagdo do nitrogénio via redutase do nitrato durante o periodo
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noturno. Do exposto, pode-se afirmar que as mudas de café, na fase de viveiro,
apresentam maior crescimento e desenvolvimento vegetativo quando expostas

a meia sombra (50 % de luz).



5 CONCLUSOES

+ O nivel de exposicdo a luminosidade altera a atividade da redutase do
nitrato (RN), cujo valor foi menor nas plantas a pleno sol as 12:00 h e 17:00 h.

% A saturacdo luminica e a maior temperatura foliar em relacdo ao
ambiente, as 12:00 h, diminuiu as trocas gasosas (CO, e vapor d’agua) e a
atividade da RN.

% Ao longo do periodo luminoso, independentemente do nivel de exposi¢ao

a luminosidade, decresceu a atividade da glutamina sintetase (GS).

+» A disponibilidade de amoénio proveniente da acdo da RN no periodo
noturno elevou a atividade da GS, enquanto a fotorrespiracao, por hipétese,
forneceu o substrato (NH,") para a atividade dessa enzima (GS) nas plantas a
pleno sol ao meio dia.

% A inibicdo da redutase do nitrato (RN) no cafeeiro propordionada pela
fotorrespiracédo se da, por hipotese, em resposta a produgao de glutamina por

meio da atividade da glutamina sintetase (GS).
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