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Resumo

A redutase do nitrato (NR) é considerada enzima chave na regulagdo do metabolismo do N, j& que o nitrato absorvido
pelas raizes deve ser reduzido a NH," antes de ser incorporado em compostos organicos no sistema radicular e/fou na parte
aérea. Devido seu papel regulador da disponibilidade de N reduzido para o metabolismo das plantas, principalmente em solos
onde o nitrato é a principal forma de N disponivel, tem-se sugerido que a atividade da NR esta relacionada com a produtividade
e/ou sua capacidade em responder a adubacéo nitrogenada. O objetivo deste trabalho é avaliar a atividade da NR nas diferentes
partes do cafeeiro em funcdo de diferentes doses e sistemas de aplicacdo de nitrogénio a fim de determinar as posicdes
adequadas para futuras amostragens do tecido. O trabalho foi desenvolvido no municipio de Sud Mennucci-SP, e teve como
objetivo avaliar o efeito de doses e épocas de aplicacdo de nitrogénio sobre a redutase do nitrato e estabelecer correlagbes com
a produtividade do cafeeiro. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, em esquema fatorial 5x3, constituido pela
combinagéo de 5 doses de N (0, 50, 150, 250 e 350 kg ha™) aplicados na forma de uréia, em 3 épocas de aplicacdo. Avaliaram-
se a produtividade do cafeeiro, teor de nitrogénio foliar, além da atividade da enzima redutase do nitrato durante a fase de
frutificacdo. A atividade da enzima correlacionou-se positivamente tanto com o teor de N foliar (r = 0,96) quanto a
produtividade de grdos (r = 0,89), a qual se ajustou a uma func¢éo linear e quadratica, respectivamente, com as doses de N
aplicadas, na qual a dose 210 kg ha™ promoveu a maior produtividade.
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Abstract

ACTIVITY OF ENZIME NITRATE REDUCTASE OF COFFEE CROP IN PRODUCTION CULTIVATED IN
DIFFERENT LEVELS AND TIMES APPLICATION OF NITROGEN

The nitrate reductase (NR) is considered the key enzyme in regulation of metabolism of N, since the nitrate absorbed
by the roots it should be reduced NH4+ before being incorporate in composed organic in the system roots and/or in the aerial
part. The study was developed in Sud Mennucci county (northwest of Sdo Paulo State - Brazil) in order to evaluate the effect of
different rates and times application of nitrogen on the nitrate reductase and to establish correlations with the productivity. The
experimental design was the complete randonized, in a factorial outline 5x3, constituted by combination of 5 rates (0, 50, 150,
250 and 350 kg ha) of nitrogen (urea) in three application times (a single application in December; two applications: splitted
in November and January and three applications: splitted in November, December and January). The nitrate reductase and
nitrogen leaf content were evaluated during the frutification. The nitrate reductase concentration was positively correlated with
the leaf nitrogen content (r = 0,96) and production of grains (0,89) adjustig to a quadratic model function with rates of applied
N, by which the rate of 210 kg N ha™ promoted the larger productivity.

Index therms: Coffea arabica, Nitrate Reductase, Nitrogen
Introducdo

O nitrogénio é o nutriente mais dispendioso na pratica da adubacdo e o Unico exigido em grande quantidade sobre a
maioria das culturas e em especial na cultura de café. Ainda que presente em altos teores nos solos, a quantidade do N na forma
mineral é geralmente baixa. No ecossistema natural ha perda continua de N, ndo s6 devido a absorcao destes pelas plantas, mas
também por lixiviacdo, volatilizacao e desnitrificacdo Peoples et al. (1995).

Em plantas de clima tropical o aproveitamento do N é também danificado pela disponibilidade de 4gua no solo, pela
baixa fertilidade do solo, pela presenca de aluminio, entre outros fatores (Magalhées e Fernandes, 1990; Machado e Magalhdes,
1995). O aproveitamento do N na producdo, de um modo geral, pode ser verificado por componentes fisiol6gicos como o uso
eficiente da radiacdo e a particdo de nitrogénio por 6rgdos reprodutivos, assim &rea foliar, longevidade de folhas e 0 uso
eficiente de luz, que podem ser aumentados pela disponibilidade de N (Muchow e Davis, 1988).



A assimilacdo do nitrogénio é um processo vital que controla o crescimento e o desenvolvimento das plantas e tem
efeitos marcantes sobre a producdo de fitomassa e a produtividade final das culturas. A rota de assimilagdo do nitrato em
plantas superiores envolve dois estagios seqlienciais: a conversao do nitrato a aménia, mediada pela redutase do nitrato (NR), a
qual reduz nitrato a nitrito, e pela nitrito redutase, que converte nitrito a amonia. A amonia é entdo assimilada nos aminoacidos
glutamina e glutamato, os quais servem para translocar nitrogénio organico de fontes para drenos Lam et al. (1996).

O nitrato ¢ a principal forma de N disponivel para as plantas ap6s calagens e adubagdes em plantios comerciais, mas em
areas onde o pH é naturalmente baixo ou ndo foi devidamente corrigido por calagem, a atividade microbiana é baixa,
impedindo a conversdo do aménio (a uréia € a principal fonte de N dos fertilizantes brasileiros) em nitrato permanecendo no
solo como aménio. A maioria das plantas absorvem o N na forma de nitrato, sendo que a forma amoniacal tem efeito téxico
para as células Coelho et al. (1991). Lemos et al. (1999), constataram maior atividade da redutase do nitrato na raiz de
seringueiras jovens quando se adicionava NOs e diminuic&o significativa quando se adicionava NH," ao meio de cultura.

A enzima redutase do nitrato (NR) é uma enzima cuja sintese e atividades s&o induzidas pelo substrato. E considerada
enzima chave na regulacdo da disponibilidade de N reduzido para o metabolismo das plantas, por isso poderia sua atividade
estar relacionada com a produtividade do milho ou sua capacidade de responder a adubacéo nitrogenada (Beevers e Hageman,
1969). Varios experimentos ja foram conduzidos usando genotipos de varias origens para testar a hiptese de se utilizar a
atividade dessa enzima como ferramenta auxiliar no desenvolvimento de materiais mais produtivos, mais respondiveis a
adubacdo nitrogenada ou mais eficientes no uso desse nutriente. Alguns encontraram correlagfes baixas: Deckhard et al.
(1973). A adubacfo nitrogenada tem valores de recomendacio para cafeeiro que variam de 50 a 450 kg de N ha™ Raij et al.
(1997), sendo necessario um estudo especifico para a aplicacdo de doses, com ou sem parcelamento, principalmente em regides
ndo tradicionais.

A redutase do nitrato é considerada enzima chave na regulagdo do metabolismo do N, j& que o nitrato absorvido pelas
raizes deve ser reduzido a NH," antes de ser incorporado em compostos organicos no sistema radicular e/ou na parte aérea.
Devido seu papel regulador da disponibilidade de N reduzido para 0 metabolismo das plantas, principalmente em solos onde o
nitrato é a principal forma de N disponivel, tem-se sugerido que a atividade da NR esta relacionada com a produtividade e/ou
sua capacidade em responder a adubacéo nitrogenada (Beevers e Hageman, 1969).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade da redutase do nitrato nas diferentes posi¢des do cafeeiro, em fungédo
de doses e sistemas de aplicacdo de nitrogénio, a fim de determinar uma posi¢do adequada para futuras amostragens de tecido,
além de avaliar os seus possiveis efeitos sobre a produtividade do cafeeiro e nos teores de nitrogénio foliar.

Material e métodos

O trabalho foi desenvolvido no municipio de Sud Mennucci-SP (20°40” 57 "de latitude Sul e 50° 54" 49" de longitude
oeste), coordenado pelo Departamento de Fitotecnia, Tecnologia de Alimentos e Sdcio-Economia da UNESP, Campus de Ilha
Solteira-SP. O clima da regido, segundo classificacdo de Kdppen, é do tipo Aw, definido como tropical imido com estacao
chuvosa no verdo e seca no inverno, apresentando temperatura média anual de 24,5° C e precipitagdo média anual de 1.232 mm,
com umidade média anual de 64,8 % Hernandez et al. (1995). O solo pertence a classe taxonémica ARGISSOLO VERMELHO
AMARELO Eutrofico, conforme mapa apresentado por Oliveira et al. (1999).

Inserir Figura 19

O experimento foi desenvolvido no ano agricola 2003/2004 em condicdes de campo, em uma area ocupada por Café
cv. Catuai vermelho com cinco anos de idade (plantado em dezembro do ano de 1999) no espagamento de 3,0 m entre linhas de
plantio e 1,0 m entre plantas. Foi efetuada uma adubagdo basica de produgdo com: 150 kg de P,0s ha™ e 34 kg de K,0O ha™
(Tabela 01) seguindo as recomendac@es de Raij et al. (1997) e foram implantados os tratamentos com doses de nitrogénio e
sistemas de aplicagdo do nutriente.

Utilizou-se o esquema fatorial 5x3, sendo o primeiro fator as doses de nitrogénio (0, 50, 150, 250 e 350 kg ha™)
aplicados na forma de uréia (45% de N) incorporada, as quais foram adotadas em funcdo da analise foliar prévia e partindo das
recomendacdes béasicas de Raij et al. (1997) para cafeeiro em producdo em outubro de 2003 (26,80 g kg™), o segundo fator
adotado foram os sistemas de aplicagdo de nitrogénio, com aplicacdo Unica no més de dezembro de 2003, duas aplicacGes: em
novembro de 2003 e janeiro de 2004 e trés aplicagBes: em novembro e dezembro de 2003 e janeiro de 2004, em um
delineamento em blocos ao acaso com trés repeticdes, perfazendo um total de 15 tratamentos.

A Redutase do Nitrato foi avaliada em trés diferentes posi¢Ges na planta, sendo apice, terco médio e base da saia do
cafeeiro. As folhas foram coletadas sempre entre 9:00 e 10:00h e essas foram acondicionadas em caixas térmicas para o
transporte até o laboratorio. De cada folha foram eliminadas a base e o &pice, restando a por¢do média, a qual foram cortadas
em pedacos de cerca de 5x5mm, incubados em solugdo tampéo fosfato (K,HPO, + KH,PO,; 0,1M) pH 8,0, contendo KNO,
(100mM) e 3 mL de Tween 20 1%, submetidos a infiltracdo sob vacuo, com posterior transferéncia para banho Maria a 32° C,
sob agitacdo e em auséncia de luz por uma hora, por 40 minutos. Aliquotas de 0,2 mL do extrato foram adicionadas a uma
solucdo (v:v) de N-2-naftil etilenodiamino di HCI 0,02% (m/v) + sultfanilamida 1% (m/v) em HCI 1,5N. Depois de estabilizada
a reacdo, procedeu-se a leitura da absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro. Para o célculo da atividade da enzima redutase



do nitrato utilizou-se o valor das leituras da absorbancia a 540 nm em espectofotdmetro multiplicado por 1,5 e dividido pelo
peso das folhas.

Para a produtividade do cafeeiro foram colhidas trés plantas de cada parcela, sendo a producdo obtida convertida em
kg ha™ (13%, base umida). Os dados referentes a atividade da enzima redutase do nitrato e da produtividade de gréos foram
submetidos a analise de variancia convencional, com as médias de épocas comparadas pelo teste de Tukey e médias de doses
avaliadas por analise de regressdo, ambas a 5% de probabilidade e verificada a correlagdo linear entre a atividade da enzima
redutase do nitrato e produtividade do cafeeiro.

Resultados e discussao

A atividade da redutase do nitrato foi verificada em trés diferentes posicdes (&pice, terco médio e base) do cafeeiro,
para se determinar o melhor local de coleta de folhas do cafeeiro para anélises laboratoriais. No dia 20/11/03 (antes da
aplicacdo do N) determinou-se a atividades nas trés diferentes posi¢es no cafeeiro, e constatou-se efeito residual do ano
agricola anterior somente na regido apical (Figura 01). Isso pode ser explicado pela presenga de folhas jovens, as quais
apresentam alta capacidade de sintese e sdo drenos fortes na redistribuicdo de N de outras partes da planta, conseqlientemente
maior atividade da enzima redutase do nitrato.

Somente uma semana apds a primeira aplicacdo de nitrogénio foi necessario para que as trés diferentes posi¢des na
planta respondessem a adubacdo nitrogenada (Figura 02). Devido a presenca de folhas jovens no apice, verifica-se maior
atividade da enzima redutase do nitrato em relagdo aos outros locais avaliados, por outro lado, a base do cafeeiro apresentou a
menor atividade, isso pode ser explicado pela presenca de folhas velhas, as quais apresentam baixa capacidade de sintese, além
de baixo indice de radiaco incidente nas folhas basais. A atividade da enzima em todos os locais avaliados se ajustaram a
regressdo linear, na qual a atividade aumenta com 0s niveis crescentes de nitrogénio.

Uma semana apds a segunda aplicacdo (27/12/03), a atividade da enzima redutase do nitrato foi significativa somente
no apice e no terco médio do cafeeiro (Figura 03). Novamente o apice apresentou maior atividade, ajustando a regressao
quadrética, com alto valor de coeficiente de determinacdo (R? = 0,96). Por outro lado, em janeiro de 2004 (uma semana ap6s a
terceira aplicacdo) os trés diferentes locais responderam a adubacdo nitrogenada, ajustando a regressao quadratica (Figura 04).
Em janeiro foi o Gnico més que o 4pice apresentou menor atividade da enzima em relagdo ao terco médio e a base. Além disso,
em janeiro o cafeeiro apresentou a maior capacidade de atividade da enzima em relacéo aos outros meses avaliados chegando a
aproximadamente 1,4 pmol NO, g™ h™.

A atividade da enzima redutase do nitrato se correlacionou positivamente (Figura 05) com a produtividade do cafeeiro
(R® = 0,89), ficando evidente a importancia da atividade da enzima redutase do nitrato, pois devido seu papel regulador da
disponibilidade de N reduzido para o metabolismo das plantas, principalmente em solos onde o nitrato é a principal forma de N
disponivel, a atividade da NR esta relacionada com a produtividade e/ou sua capacidade em responder a aduba¢do nitrogenada.

Com relacdo ao nitrogénio foliar realizou-se estudo de regressdo polinomial, constatando-se aumento do teor de
nitrogénio a medida que a dose aumentou (Figura 06). De acordo com Malavolta et al. (1997), os teores foliares de nitrogénio
considerado adequado para cafeeiro variam de 29-32 g kg™. A dose de 350 kg de ha™ proporcionou o maior teor de N foliar.
Por outro lado, aplicando-se a dose de 150 kg ha™ a concentracdo de N foliar foi 33 g kg™, que é considerado adequado para o
estado nutricional do cafeeiro no que diz respeito a esse nutriente.

Conclusoes

A atividade da enzima redutase do nitrato responde a adubagdo nitrogenada, interferindo diretamente na produtividade.
A atividade da NR correlaciona-se positivamente com o teor de nitrogénio nas folhas e com a produtividade do cafeeiro.

A regido apical do cafeeiro superestima a atividade da enzima redutase do nitrato, enquanto a regido basal mostra
comportamento contrério.

O local mais adequado para a coleta de folhas de cafeeiro para analises laboratoriais de redutase do nitrato é no terco
médio da planta.

A atividade da enzima redutase do nitrato € um bom parametro para se estimar a produtividade do cafeeiro.

A dose 350 kg de N ha® proporciona maiores teores de N foliar. A dose 210 kg de N ha™ proporciona maior
produtividade e teores ideais de N foliar.
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