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RESUMO: O nitrogénio contido no cafeeiro provem do solo e do fertilizante, em que mais de 50% chega as folhas na
forma de nitrato, onde é convertido a nitrito, depois em aménio e, finalmente, assimilado pelas plantas como glutamina.
O objetivo desta pesquisa foi quantificar a atividade da redutase do nitrato (RN) e a assimilacdo do nitrogénio em
funcdo da dose e do tempo decorrido de uma Unica aplicacdo do fertilizante nitrogenado, na forma de uréia. A
concentracdo de nitrogénio e aminoacidos foliares diminuiu na fase de granacdo e aumentou na maturacdo dos frutos,
em funcdo da dose do nutriente. Houve, também, aumento na concentracéo de nitrato e de aménio foliar, com a dose de
nitrogénio. A maior atividade da redutase do nitrato ocorreu, aproximadamente, 20 dias depois da aplicacdo do
nitrogénio, independente da dose aplicada.
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NITRATE REDUCTASE ACTIVITY PEAK WITH NITROGEN SUPPLY TO COFFEE
PLANT

ABSTRACT: The nitrogen derived from the soil or supplied through fertilizer is absorbed largely in the form of nitrate,
which is converted to nitrite and than in ammonium that will be assimilated by plants. The aim of this study was to
assess the fluctuation of the nitrate reductase activity, as well as nitrogen assimilation after application of nitrogen
fertilizer in coffee plant. It was found that nitrogen and amino acids leaf concentration increased with the supply of
nitrogen fertilizer after grain formation in maturation stage. Similarly was increased nitrate and ammonium leaf
concentration with nitrogen supply to coffee plant. Nitrate reductase activity peak occurred between 18 and 25 days
after nitrogen fertilizer application.
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INTRODUCAO

O nitrogénio (N) é o nutriente requerido em maior quantidade pelo cafeeiro. Este nutriente participa da
sintese de proteinas estruturais e enzimaticas, as quais sdo responsaveis pela sintese de outras proteinas e dos
intermediarios metabolicos e componentes da estrutura celular, como carboidratos, lipidios e pigmentos. Estes
compostos constituem a estrutura da planta e sdo requeridos para o crescimento celular e dos érgdos, como os frutos
(Lemaire et al., 1992; Lawlor, 1995).

Para ajustar a dose e época de aplicagdo do fertilizante a demanda da planta sdo realizados estudos de curva
de resposta a doses de N, aplicados em diferentes fases. No entanto, estes estudos sdo prejudicados pela adi¢cdo de N no
sistema por meio das chuvas e também da prdpria reserva do solo, que podem afetar a resposta da planta a adubacéao
nitrogenada. Da mesma forma, as perdas por lixiviagdo e as emissdes gasosas tanto dos solos quanto das plantas
comprometem as interpretacdes em relacéo a esse nutriente. Além disso, as respostas podem ser diferenciadas em razéo
das condi¢des de cultivo, variedade, regido, clima e ano agricola. Portanto, para aumentar a eficiéncia no uso do N é
necessario desenvolver e aprimorar modelos de simulacdo baseados nas relacBes empiricas, pela incorporacdo de
informacdes bioquimicas (Lawlor, 2002).

O nitrato (NO3) e 0 amonio (NH,") sdo as principais formas de N inorganico absorvido pelas raizes das
plantas superiores. No entanto, para cumprir sua funcdo nutricional o NO; precisa ser reduzido a NH," e assimilado em
compostos organicos. A assimilagdo do nitrato a aménio é mediada por duas enzimas: (i) a redutase do nitrato (RN),
que transforma nitrato em nitrito, processo que ocorre no citosol das células; e (ii) a redutase do nitrito (NiR) que
transforma nitrito a aménio, nos plastideos das células. Com a formagdo do aménio, o N € incorporado em aminoacidos
pela atividade do complexo de enzimas GS/GOGAT (glutamina sintetase/glutamato sintase) (Marschner, 1995).

A acdo da RN é o passo limitante da assimilacdo do nitrato e, consequientemente, afeta o desenvolvimento e a
producdo das proteinas vegetais, e pode ser usado para estimar a capacidade de assimilacdo de N (Beevers e Hageman,
1980; Oaks, 1994). A atividade da RN é regulada por inimeros fatores, como sintese e degradacdo de enzimas,
inativacao reversivel e concentragdo do substrato (Solomonson e Barker, 1990), além de fatores externos como a luz, o
teor de dgua na planta, a temperatura atmosférica e a umidade do solo. A atividade da RN pode ser induzida em poucas
horas ap0s a aplicagdo do N, conforme a fonte utilizada, assim como ser suprimida por alguns aminoacidos (Oaks,
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1991; Oaks et al., 1972; Breteler e Smit, 1974). Segundo Silvasankar e Oaks (1996), o nitrato, a luz e a concentracao de
carboidrato atuam na transcricdo e tradugdo da RN. Para a assimilacdo de amdnio h4 uma alta demanda por cadeias
carbonicas, gerando competicdo entre a sintese de sacarose e aminoacidos (Hucklesby e Blanke, 1992). Além disso, as
condi¢cBes ambientais relacionada ao regime hidrico e ao contelldo de agua na planta e no solo podem provocar
alteracGes na capacidade de assimilagéo de nitrato.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a flutuagéo da atividade da enzima redutase do nitrato,
bem como a assimilagéo do nitrogénio, em funcéo da dose e tempo da aplicacéo do fertilizante nitrogenado.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido de fevereiro a julho, na Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, municipio de Piracicaba — SP, situada a 22°42’30” de latitude Sul e 47°38°00” de longitude Oeste e 580 m de
altitude. De acordo com a classificagdo de Kdppen o clima regional é do tipo Cwa, tropical de altitude com inverno
seco, temperatura média anual de 22° C e precipitacdo pluvial média de 1.280 mm anuais distribuidos durante o ano,
com maior concentracdo de novembro a marcgo (Figura 1). O solo da area experimental é classificado como Nitossolo
Vermelho, Eutroférrico, latossélico, textura argilosa. Os dados da anélise do solo sd0: pHcaciz) = 5,1; MO = 38 g dm’®;
P(resina) = 74 mg dm®; K = 5,2 mmol, dm™; Ca = 72 mmol, dm™; Mg = 25 mmol, dm®; H + Al = 40 mmol, dm?; SB
=101,9 mmol, dm™; CTC = 142,2 mmol, dm™; V = 71%. Nesta pesquisa foram utilizadas plantas da espécie Coffea
arabica L. cv. Obatd IAC 1669-20, com sete anos, no espagamento 3,4 x 0,9 m.
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Figura 1 — Precipitagdo (mm) e temperatura média, maxima e minima (°C) da area experimental da ESALQ/USP, em
Piracicaba-SP, no periodo de agosto a julho

Os tratamentos utilizados foram: T, - sem adubagc&o nitrogenada; T, - 200 kg ha™, que equivale a 61 g planta™
de N (136 g planta® de uréia); T, - 800 kg ha™. O experimento foi implantado em delineamento inteiramente
casualizado, com trés tratamentos e cinco repeti¢des, em esquema de parcelas subdivididas no tempo. O nitrogénio foi
aplicado na forma de uréia em uma Unica aplicacdo. Cada parcela foi constituida de 7 plantas, das quais 5 foram
avaliadas.

A aplicacdo da uréia nas parcelas foi realizada em uma Unica adubagdo em fevereiro, com as amostragens
efetuadas de marco a junho, num total de cinco coletas: 4 dias ap6s a adubacdo (DAA), 18 DAA, 49 DAA, 91 DAA e
138 DAA.

Para avaliacdo da atividade da enzima RN foram realizadas coletas com 1, 4, 18, 55, 91 e 138 dias apds a
adubacao (DAA) com o objetivo de verificar a flutuacdo da atividade da RN ap0s a aplicacdo do N. A atividade da
redutase do nitrato foi determinada segundo o ensaio in vivo modificado por Radin (1974). Foram coletadas amostras de
terceiros pares de folhas as 9 h.

As concentracdes de N-total, N-NO; e N-NH," foram determinados para auxiliar na compreensdo dos
resultados bioquimicos. Para determinacdo do N-total o material foi submetido a digestdo sulfurica (Jackson, 1958) e
determinado de acordo com o método analitico semi-micro Kjeldahl (Bremner, 1965). Para determinacdo das
concentracdes de amdnio e nitrato nos tecidos utilizou-se a metodologia relatada por Tedesco et al. (1985), e as
determinacfes de amonio e nitrato extraidos foram feitos por destilacdo a vapor (Bremner e Edwards, 1965), com o
destilador modificado conforme descrito por Tedesco e Gianello (1979). O procedimento para extracdo e quantificacdo
de aminoacidos foi baseado na técnica de Bielesky e Turner (1986).



VIl Simposio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
22 a 25 de Agosto de 2011, Araxa - MG

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualisado, em esquema de parcelas subdivididas
no tempo. Os dados foram submetidos as analises estatisticas utilizando o programa estatistico SAS — System for
Windows 9.1 (SAS, 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na referida pesquisa verificou interacdo significativa entre dose de nitrogénio (N) e tempo ap6s a adubagdo
nitrogenada para a concentracdo de N foliar, aminoécidos totais sollveis, concentracdo de nitrato e amonio. Para a
atividade da redutase do nitrato constatou-se significancia para a dose de N fornecida.

Na primeira avalia¢do, aos 4 dias ap6s a adubacdo, o cafeeiro na fase de granagdo, apresentou concentragdo
média de 24,2 g kg™ de N (Figura 2), inferior & classe adequada (29 a 32 g kg™) (Malavolta, 2006), devido a demanda
dos frutos para atender uma producéo da ordem de 60 sacas por hectare. Com a aplicacéo de 200 kg ha™ de N observou
aumento na concentracdo de N foliar até os 49 dias apds a adubacdo, mesmo na fase de granacdo, época de intensa
remobilizacdo de N, em que a concentracéo de N total variou de 24,2 g kg™ aos 4 dias para 25,5 g kg™ aos 49 dias ap6s
a adubacdo. O aumento de N total foi atribuido ao acimulo de nitrato foliar, cuja concentracéo variou de 63,8 para 145
mg kg™, sem variagéo para 0 aménio, que passou de 72,4 mg kg™ para 74,4 mg kg™ aos 49 dias da adubag&o (Figura 3).
A aplicacdo de 200 kg ha™ de N foi suficiente para atender a demanda dos frutos e elevar a concentracéo foliar, como
indica 0 acimulo de N foliar (Figura 2).

A aplicacdo de 800 kg ha™ de N resultou numa reducéo da concentracdo do N total de 23,6 g kg™ aos 4 dias da
adubacdo para 21,8 g kg™ aos 49 dias, embora tenha havido actimulo de nitrato nas folhas, o que ocorreu em menor
proporcdo quando comparado a aplicacdo de 200 kg ha™. A aplicagdo de 800 kg ha™ de N pode consumido maior
quantidade de carboidrato para a assimilagdo nas raizes, o que explicaria a menor concentracdo de N total presente na
folha de N (Figura 2).

Aos 91 dias, com o término da fase de granagdo, observa-se uma retomada do aumento da concentragdo de N
foliar com o fornecimento de N, atingindo concentragdes foliares de 27,1 g kg™ de N e 25,1 g kg” de N, para o
fornecimento de 200 e 800 kg ha™ de N, respectivamente. Isso se deu devido a absorcao radicular e/ou remobilizagdo de
6rgdos de reserva, como raizes, ramos e folhas velhas (Lima Neto e Malavolta, 2003). O mesmo ocorreu para a
concentracdo de aminoécidos, cuja concentracdo na fase de maturago foi 1,08 mg g™ de MS pelo fornecimento de 200
kg ha™ de N; e na dose de 800 kg ha™ de N obteve valor igual a 1,39 mg g de MS. A elevacio nas concentracdes de
aminoacidos, uma das formas de translocacdo de N, se deve a auséncia de demanda pelos frutos, ja que estavam na fase
de maturaco.
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Figura 2 — Concentracdo de N e aminoacidos em folhas de cafeeiro em funcdo do tempo decorrido apds a adubacéo
nitrogenada em cada dose de N

A concentragdo de NO3 foliar variou no periodo em que as coletas foram realizadas. Como o nitrato é a forma
de N mais absorvida e armazenada nas plantas, observa-se um aumento da concentracdo de nitrato a partir de 18 dias
ap6s o fornecimento das doses de N (Figura 3). Para a dose de 200 kg ha™, observa-se aumento na concentracdo de
nitrato até os 91 dias ap6s a adubacfo. J4 para o fornecimento de 800 kg ha™ de N, verifica-se um aumento na
concentracdo de nitrato foliar até os 49 dias ap6s a aplicacdo, com reducdo da concentracdo de nitrato foliar nos
proximos 40 dias. Essa reducéo, quando comparada ao fornecimento de 200 kg ha™*, provavelmente, se deve ao intenso
consumo de carboidratos nas raizes para a assimilagdo desta dose de N. A partir desta fase observa-se um novo aumento
na concentragdo de nitrato foliar. Observa-se ainda, nas plantas que receberam 800 kg ha™ de N, uma menor
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concentracdo de amonio nas folhas, o que indica um mecanismo de defesa da prépria planta contra a assimilagdo em
excesso de formas amoniacais de N, o que é toxico para as plantas.
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Figura 3 — Concentracio de NO3 e NH," em folhas de cafeeiro em funcéo do tempo decorrido apds a adubagéo
nitrogenada em cada dose de N

A redutase do nitrato aumentou a partir do quarto dia da aplicacdo da uréia (Figura 4), & medida que aumentava
a concentracdo de nitrato foliar, substrato da referida enzima (Figura 3). A maior atividade da RN ocorreu por volta de
20 dias ap0s a adubacéo, independente da dose de N.

Na média das trés doses de N (sem N, 200 e 800 kg ha™ de N) o pico da atividade da enzima ocorreu em época
com elevada precipitacdo (116,8 mm) e maiores temperaturas (Figura 1). A partir desse periodo a temperatura comega a
cair e ha reducédo da preciptagdo, o que pode explicar a queda da atividade da RN. No final da granagdo e inicio da
maturacdo verificou uma tendéncia de aumento da atividade da RN, independente da dose de N aplicada. Do exposto,
pode-se afirmar que tanto a precipitagdo, quanto a temperatura minima sdo fatores ambientais que atuam na regulacdo
da atividade desta enzima, corroborando as observacfes de Taleisnik et al. (1980).
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Figura 4 — Atividade da enzima redutase do nitrato em folhas de cafeeiro em funcdo do tempo decorrido apds a
adubacdo nitrogenada em cada dose de N

CONCLUSOES
A concentracdo N e de aminodcidos foliares diminui na fase de granacdo e aumenta na maturacao dos frutos,

em funcéo da dose do nutriente.
As concentragBes de nitrato e amonio foliares aumentam com a dose de nitrogénio.
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A maior atividade da redutase do nitrato ocorre aos 20 dias ap6s a aplicacdo do nitrogénio, independente da
dose do nutriente.
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