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RESUMO

Atividade da redutase do nitrato e sintetase da glutamina durante a fase reprodutiva do
cafeeiro

Este trabalho foi realizado com a finalidade de avaliar atividade da redutase do nitrato
(RN), sintetase da glutamina (GS) e contetido de proteina total soluvel (PTS) em folhas de
cafeeiro durante o desenvolvimento dos frutos em condigdes de campo. O experimento foi
instalado em blocos ao acaso em esquema fatorial 3x6, constituido pela combinagdo de 3
doses de N (0, 150 ¢ 350 kg ha) e avaliado em seis diferentes fases fenologicas (janeiro,
fevereiro, margo, abril, maio e junho), com sete repeti¢des. No experimento foi utilizada a
cultivar Catuai Vermelho IAC 44 com seis anos implantada num Nitossolo Vermelho
Eutroférrico, no municipio de Piracicaba-SP. Com relagdo a atividade da RN, GS e PTS em
fungdo das doses de N verificou incremento nos valores da atividade destas enzimas ¢ do teor
de proteina total solivel em fun¢do da dose de N. As maiores atividades da RN foram obtidas
no més de janeiro (0,834, 1,370 e 1,781 umol NO,” g MF h™), bem como para a GS (82,47,
95,31 e 136,72 pmol yGH h™' mg™ PTS). O teor de proteina soluvel total (PTS) apresentou a
mesma tendéncia (0,62, 5,66 ¢ 6,52 mg mL'l). Estes valores foram obtidos em frutos na fase
chumbinho. Durante o desenvolvimento dos frutos do cafeeiro a atividade das enzimas
estudadas e o conteudo de PTS foliar diminuiram, ao longo do tempo de janeiro a junho
(maturagao frutos).

Palavras-chave: Coffea ardbica; Nitrogénio; Atividade enzimatica, Assimilagdo de

nutrientes
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ABSTRACT

Nitrate reductase and glutamine synthetase activity during coffee plant reproduction

The aim of this work was to evaluate the nitrate reductase (NR) and glutamine
synthetase (GS) activity, total soluble protein content (PTS) in coffee leaves during the fruits
development in field conditions. The study was carried out in ESALQ/USP (University of Sao
Paulo), Piracicaba, Sao Paulo, Brazil in a Red Nitosol eutrofic. The experimental design was a
complete randomized, in a factorial outline 3 x 6, constituted by combination of 3 levels (0,
150 and 350 kg ha™') of nitrogen in six different periods (January, February, March, April,
May and June) in plants (Cultivar Catuai Vermelho IAC 44). The RN, GS activity and leaves
PTS content was linear increased in relation of levels of N applied. In accordance with the
present study, the enzymes had presented greater activity during the January than other
months (0,834, 1,370 and 1,781 umol NO, g"' DF h™") of RN; (82,47, 95,31 and 136,72 pmol
yGH h' mg™ PTS) of GS and (0,62, 5,66 and 6,52 mg mL™") of total soluble protein (PTS), in
the treatments Ty, T; and T, respectively. In January, the fruits were young grains and this
period the coffee plant has high enzymatic activity. However, the capacity of nitrate
assimilation during the annual cycle of coffee plants can be change through the environment
and climatic variations and this phase (January) was verified a great precipitation. During the
coffee fruits development, the RN and GS activity and the foliar PTS content had decreased,
this occur due to the process of senescence of leaves, promote it the remobilization to other
plant organs, as seed filling.

Keywords: Coffea Arabica; Nitrogen; Enzymatic activity; Nutrients assimilations
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1 INTRODUCAO
1.1 Absorcéo do n pelas plantas

No solo, o N encontra-se em formas organicas (restos culturais e matéria organica),
mineral (NO;” e NH4") e em formas gasosas combinadas (NH3", N,O e NO). Da quantidade
total de N presente no solo, apenas 2% encontra-se disponivel as plantas. Anualmente sio
liberados cerca de 20 a 30 kg ha” de N, para cada ponto percentual de matéria organica
contida no solo (HAVLIN et al., 2005).

Nas plantas o N representa de 1 a 6% da sua matéria seca absorvido sob diferentes
formas (HAVLIN et al., 2005), que incluem: absor¢do pelas folhas de pequenas quantidades
de NH;" (MATTSON; SCHJOERRING, 1999), fixacao biologica do N, atmosférico
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2002), absor¢io de NH, através da mineralizagio da matéria
organica ¢ adubos nitrogenados, absor¢ao de aminoacidos presentes na solu¢ao do solo pelas
raizes e folhas (MALAVOLTA, 2006). Porém, as formas preferenciais de absor¢do de N
pelas plantas sdo aquelas mais abundantes na solugdo do solo, NO; e NH,".

A forma predominante de N no solo, normalmente, ¢ o NO3” (HAVLIN et al., 2005;
OLSON; KURTZ, 1982). Isto porque, em condi¢des de boa drenagem e altas temperaturas o
amonio proveniente da mineralizacdo da matéria organica e/ou solubilizagdo de alguns
fertilizantes nitrogenados, ¢ rapidamente nitrificado, predominando a forma de NOj; nos
solos. Em periodos de baixas temperaturas ¢ umidade associada a mesma, o processo de
nitrificagdo ¢ limitado, levando a um aciimulo nos solos do nitrogénio amoniacal, sendo este
usado preferencialmente para sintese de aminoacidos e proteinas Havlin et al. (2005).

A absor¢do do NO;™ da solucdo do solo causa modificagcdes no pH rizosférico, com
efeito sobre a absorc¢ao de outros nutrientes (HAVLIN et al., 2005). Tais incrementos, podem

levar o pH da rizosfera a diferir at¢ 2 unidades do restante do solo, acidificando ou
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alcalinizando o meio, dependendo da fonte de N absorvida (NOs” e NH;") Havlin et al.
(2005).

Independente das formas de N disponiveis no solo para absor¢do pelas plantas,
algumas espécies condicionadas por fatores como idade, varidveis ambientais e genéticas,
tornam-se mais sensiveis a absor¢do e acimulo de algumas formas de N. Em estudo realizado
por Fernandes, (1990) com duas variedades de arroz sob combinacdo de luz e temperatura,
fornecendo diferentes fontes de N para as plantas (sulfato de amoénio e nitrato de calcio),
verificou-se maior acimulo de matéria fresca nas plantas que receberam fontes nitricas de N.
Para as plantas que receberam fontes amoniacais houve diminui¢ao do peso de massa fresca e
acumulo de aminodcidos livres, com intensa mobilizacdo de cadeias de carbono para evitar o
efeito toxico do NHy" livre, colocando-o sob a forma de amidas com grande deslocamento de

carboidratos para as raizes Fernandes, (1990).

1.2 Metabolismo do nitrogénio

O nitrogénio ¢ o nutriente mais dispendioso ¢ o Unico exigido em grande quantidade
para a maioria das culturas, principalmente o cafeeiro. Ainda que presente em altos niveis nos
solos, a quantidade do N na forma mineral ¢ geralmente baixa. No ecossistema natural ha
perda continua de N, ndo s6 devido a absorcdo destes pelas plantas, mas também por
lixiviagdo, volatilizacdo e desnitrificacdo Peoples et al. (1995).

As plantas assimilam a maioria do nitrato absorvido por suas raizes em compostos
organicos nitrogenados, como segue: primeiro ocorre a reducdo do nitrato a nitrito, no
citoplasma, pela enzima redutase do nitrato (RN) (TISCHINER, 2000), conforme a seguinte

reacao:

NO;3; — NO; — NH; — aminodcidos — proteinas
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NO; + NAD(P)H + H+ + 26" — NO, + NAD(P) + H,0

AG = -34,2 kcal/mol (-143 k/mol); AE =0,74 V

em que, NAD(P)H indica NADH ou NADPH (nicotinamida adenina dinocleotideo reduzida).

A forma mais comum da RN utiliza somente 0 NADH como doador de elétrons,
enquanto a outra forma da enzima encontrada, predominantemente, em tecidos nao-
clorofilados, como raizes, pode usar tanto o NADH quanto o NADPH (WARNER;
KLEINHOFS, 1992). As duas formas de RN das plantas superiores sdo constituidas de trés
subunidades idénticas, com trés grupos prostéticos cada: a flavina adenina dinocleotideo
(FAD), o grupo heme e o complexo molibdénio, onde sdo transferidos para nitrato.

Entre os fatores que regulam a RN nas plantas estd o nitrato, a luz, os carboidratos,
que atuam na transcri¢do e tradugdo (TAIZ; ZEIGER, 2004) e também conforme verificado
por Kaiser e Huber (2001), por uma modulagdo pds-traducional. A atuagdo da luz e dos
carboidratos se da pela estimulacdo da proteina fosfatase, que desfosforila varios residuos de
serina da proteina RN, promovendo a sua ativagao.

O nitrito ¢ um ion altamente reativo e potencialmente toxico (TAIZ; ZEIGER, 2004).
As células vegetais transportam rapidamente o nitrito que foi originado na reduc¢do do nitrato
do citosol para o interior dos cloroplastos das folhas e nos plastideos das raizes. Nessas
organelas, a enzima nitrito redutase (NiR) reduz o nitrito a amoénio.

O amonio derivado da absor¢ao pela raiz, ou produzido por assimilagdo do nitrato ou
da fotorrespiragdo, ¢ convertido a glutamina e glutamato pelas agdes seqiienciais da glutamina
sintetase (GS) e glutamato sintase, que estdo localizadas no citosol e nos plastideos das raizes
ou dos cloroplastos.

Uma vez assimilado em glutamina ou glutamato, o nitrogénio pode ser transferido

para outros compostos organicos por meio de diversas reagdes, incluindo a transaminacdo. A
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interconversao entre glutamina e asparagina sintase equilibra o metabolismo do carbono e do

nitrogénio (CORUZZI; BUSH, 2001).

1.3 Assimilacdo de nitrogénio pelas plantas

A assimilagdo do nitrogénio ¢ um processo vital que controla o crescimento e o
desenvolvimento das plantas e tem efeitos marcantes sobre a fitomassa e a produtividade final
das culturas. A rota de assimilacdo do nitrato em plantas superiores envolve dois estagios
seqiienciais. A conversao do nitrato a amdnia, mediada pela RN, a qual reduz nitrato a nitrito,
e pela redutase do nitrito, que converte nitrito 2 amonia. A amoénia ¢ entdo assimilada nos
aminoacidos glutamina e glutamato, os quais servem para translocar nitrogénio organico das
fontes para os drenos Lam et al. (1996).

Com excegdo das plantas com associagdes simbiodticas com Rhizobium, as plantas de
cultivos comerciais adquirem nitrogénio principalmente pela absor¢ao do nitrato pelas raizes.
Na célula o nitrato ¢ reduzido a nitrito ¢ em seguida a amodnio pelas enzimas NR e NiR
respectivamente. A seguir o amonio ¢ incorporado em aminoacidos pela agdo conjunta das
enzimas GS e sintetase do glutamato (GOGAT) Delu Filho et al. (1998).

O nitrato ¢ a principal forma de N disponivel para as plantas ap6s a calagem e
adubagdo, mas em areas onde o pH ¢é naturalmente baixo ou ndo foi devidamente corrigido a
atividade microbiana ¢ baixa, impedindo a conversao do amoénio. A maioria das plantas
absorvem o N na forma de nitrato, sendo que a forma amoniacal tem efeito toxico para as
células Coelho et al. (1991).

A assimilag¢do 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 incorporacdo do N
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compete com a fotossintese por carboidrato e energia, consumindo 12 ATPs para cada N
assimilado pela planta Epstain ¢ Bloom (20006).

Altos niveis de NH;" sdo toxicos para plantas, pois NH;" pode dissipar os gradientes
de protons trans-membrana requerido tanto para o transporte elétrico fotossintético quanto

respiratdrio e para isolamento de metabolitos nos vactiolos Taiz e Zeiger (2004).

1.4 Atividade da redutase do nitrato (RN)

A RN ¢ considerada enzima chave na regulacdo do metabolismo do N, ja que o nitrato
absorvido pelas raizes deve ser reduzido a NH4" antes de ser incorporado em compostos
organicos nas raizes ou na parte aérea (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O fluxo catalitico da RN ou a capacidade total de redugdo do nitrato pelas plantas
depende: (i) da disponibilidade de substrato no citoplasma (concentragdo em estado de
equilibrio do NADPH e nitrato); (i) 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; e, (iii) da intensidade da atividade da RN
funcional (CAMPBELL, 1999).

Cada processo ¢ regulado direta ou indiretamente e a capacidade de redugao do nitrato
¢ controlada em relagdo ao nivel metabdlico total da planta, por sensores e rotas de tradugao
de sinais. 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).

A RN ¢ a principal proteina contendo molibdénio encontrado nos tecidos vegetativos,
por isso na deficiéncia de molibdénio acumula nitrato (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A comparagdo entre as seqiiéncias de aminoacidos da RN de diversas espécies com

aquelas de outras proteinas ja caracterizadas que se ligam ao FAD, heme ou ao molibdénio,
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resultou em um modelo para a RN com trés dominios apresentados na Figura 01. O dominio
de ligacdo do FAD aceita dois elétrons do NADH ou do NADPH. Os elétrons sao deslocados

pelo dominio heme para o complexo molibdénio, onde sdo transferidos para o nitrato.

N terminus Hinge regions C terminus
2@
NO,-<— [MoCo Heme —— FAD <«——— NADH
20
NO,-«— |MoCo Heme —— FAD <«—— NADH

Nitrate reductase

Figura 1 — Modelo de dimero da RN indicando os trés dominios de ligagdo, dos quais as seqiiéncias de
polipeptideos sdo similares nos eucariontes: complexo molibdénio (MoCo), grupo heme e FAD. O
NADPH liga-se ao dominio de ligagdo do FAD de cada subunidade e inicia a transferéncia de dois
elétrons a partir do grupo carboxila terminal (C), através de cada elemento de transferéncia de
elétrons, até o grupo amino terminal (N). O nitrato é reduzido no complexo molibdénio préximo a
regido amino terminal. As seqiiéncias dos polipeptideos nas regides hinge sdo altamente varidveis
entre as espécies.
Fonte: (TAIZ; ZEIGER, 2004)

Vérios experimentos ja foram conduzidos usando genétipos de vdrias origens para
testar a hipdtese de se utilizar a atividade dessa enzima como ferramenta auxiliar na seleg@o
de materiais produtivos e responsivos a adubag¢do nitrogenada.

Alguns trabalhos tém mostrado diferengas na atividade da RN entre partes da planta,
destacando, normalmente, parte aérea e sistema radicular (LI; OAKS, 1993). Ha registros
também de diferencas entre RN de bainhas e folhas de Brachiaria sp Fernandes et al. (1978).

O potencial de assimilacdo do nitrato pode ser obtido pela razdo entre as atividades da
enzima induzida pelo nitrato ¢ da RN inicial da folha. Este critério ¢ adequado para o
diagnéstico e orientagdo da adubagdo, porque no quociente sdo compensadas flutuagdes de

atividades enzimaticas atribuidas a fatores ambientais (TALEISNIK; PACHECO, 1980).
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1.5 Atividade da glutamina sintetase (GS)

A GS foi primeiramente purificada e caracterizada em plantas em 1956. Em particular,
sua caracteristica ¢ a alta afinidade por NH3 o que favorece a incorporacdo em compostos
organicos. Originalmente, a glutamina foi considerada um doador de N amida somente para
uma limitada quantidade de compostos. Porém, a descoberta da NAD(P)H glutamato sintase
em bactéria (TEMPEST et al.,, 1971) e posteriormente glutamato sintase dependente de
ferredoxina em plantas (LEA; MIFLIN, 1974). Estabeleceu-se uma rota, conhecida como
ciclo do glutamato sintase, na qual o amoénio é convertido a compostos organicos pela
assimilagdo via sintetase da glutamina Miflin e Habash (2002).

O amonio produto do processo de reducdo do nitrato ndo pode ser acumulado,
portanto, deve ser rapidamente assimilado, ou seja, incorporado em compostos organicos
evitando seu acimulo nos tecidos. A enzima responsavel ¢ a sintetase da glutamina (GS), que
catalisa a unido do NH; com o 4cido glutAmico para formar glutamina, a qual ¢ altamente
eficiente. Dessa forma, em condi¢des normais, o NH," é mantido em concentra¢des baixas em
tecido foliar Miflin e Habash (2002).

Conforme mostrado abaixo a GS utiliza glutamato, ATP e amonia com conseqiiente
produgdo de glutamina, ADP e Pi (Reacdo 1). Além da atividade sintetase, a GS funciona
também biossinteticamente produzindo y-glutamilhidroxamato a partir de glutamato, ATP e
hidroxilamina (Reagdo 2). Funciona também como transferase produzindo y-

glutamilhidroxamato a partir de glutamina e hidroxilamina (Reacdo 3) Farden e Robertson

(1980).
Reagdo 1:
Glutamato + ATP + NH," » Glutamina + ADP + Pi
Mg++/Mn++
Reacao 2:
Glutamato + ATP + NH,OH » y-glutamilhidroxamato + ADP + Pi

Mg++/ Mn""
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Reacao 3:

Glutamina + NH,OH » v-glutamilhidroxamato + NH,"
Mg /Mn"™*

A principal rota de assimilagdo do nitrogénio amoniacal (NH,") pelas plantas se da por
meio da atividade da GS, a qual ocorre em diferentes isoformas e localizagdes na planta
(McNALLY et al., 1983; HIREL et al., 1984).

Estruturalmente a GS ¢ 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 (ROBERT;
WONG, 1986) sugeriram que havia duas isoformas da enzima GS nas plantas, uma localizada
no citoplasma (GS1) e a outra no cloroplasto ou plastidio (GS2).

Em estudo realizado sobre a ocorréncia de isoenzimas da sintetase da glutamina (GS)
em Chrolela kessleri foi observada a mesma massa molecular para GS1 e GS2 em torno de
350 kDa, com predominancia da GS1 da ordem de 60 % a 80 % em relagao a GS2, bem como
uma maior estabilidade da GS1 ao calor - 30 °C durante 30 minutos (SUMAR et al., 1984).
Segundo Bennett ¢ Cullimore (1989) no feijociro (Phaseolus vulgaris L.) existe pelo menos
quatro isoformas da enzima GS, inclusive em radiculas de plantulas em germinagdo, assim
como isoformas especificas para as plantas noduladas.

Nas folhas também existem duas enzimas diferentes a GS1 e a GS2. A GS1 ¢ restrita
ao citossol enquanto a GS2 ao cloroplasto (HIREL et al., 1984). Tem sido sugerido que a
enzima GS1 possui a fungdo de assimilagdo da amdnia no citossol em condigdes de escuro
(McNALLY et al., 1983). A enzima GS2 das folhas é induzida pela luz e o ion NH,", estando
envolvida, também, no uso do NH; da fotorrespiragio Edwards e Coruzzi (1989).
Wallsgrove et al. (1987) demonstraram que a amoOnia produzida durante a fotorrespiracao

pode ser reassimilada pela planta no cloroplasto.
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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 (NH4") formado durante a fotorrespiragio. A quantidade de
carboidrato e de radiagdo influencia a expressdo das formas dessa enzima presente nos
plastidios, sem efeito sobre as formas citossdlicas.

De maneira semelhante a RN a regulagdo da atividade da GS pode ser induzida por
diferentes estimulos externos ou fisiologicos, dependendo do 6rgao da planta ou da isoforma
da enzima (PUJADE-RENAUD et al., 1994). A luz, por exemplo, aumenta a quantidade de
RNAm da enzima GS2 em folhas de ervilha, fumo e tomate (BECKER et al., 1993).
EDWARDS e CORUZZI (1989) observaram que a expressao de um gene nuclear para GS2 ¢
afetada, sensivelmente, pela luminosidade. Tjaden et al. (1995) descreveram a flutuagio da
atividade da enzima GS2 conforme a quantidade de radiagdo e da atividade da RN,
observando aumentos da GS na presenca de luz concomitantemente ao aumento da atividade
da RN.

A partir da analise de extratos Woolfolk e Stadtman (1964) concluiram que a atividade
da GS poderia ser quantificada por meio da formagao do y-glutamil hidroxamato, a qual pode
ser inibida pela acdo do AMP, GTP, CTP, alanina, glicina e triptofano nas concentragdes de
0,002 a 0,005 M. Analises eletroforéticas evidenciaram que a enzima GS ¢ composta por dois
tipos de subunidades polipeptidicas. Tanto a isoforma da GS presente nas raizes como nas

folhas sdo compostas de polipeptideos denominados o ¢ B (LARA et al., 1984).

1.6 Material e Métodos
O experimento foi realizado entre outubro de 2005 a julho de 2006, na Escola Superior

de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo (USP), no municipio
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de Piracicaba, no Estado de Sao Paulo, na latitude de 22°42’S, longitude de 47°38’W e 580 m
de altitude.

Foram utilizadas plantas de café (Coffea arabica) cultivar Catuai Vermelho IAC-44,
plantadas em covas ao longo de curvas de nivel em maio de 2001, com espagamento de 1,75m
entre linhas e 0,75m entre plantas, com uma populagdo de, aproximadamente, 7.600 plantas

por hectares.

1.6.1 Caracterizacao do solo utilizado

O solo da area experimental ¢ classificado como Nitossolo Vermelho eutroférrico,
horizonte A moderado e textura argilosa (VIDAL TORRADO; SPAROVEK, 1993). A
caracterizagdo da fertilidade do solo foi feita por amostragem da camada de 0 a 20 cm de
profundidade e analisada quimicamente (Tabela 1).

O experimento de adubacao nitrogenada foi instalado com delineamento estatistico
inteiramente casualizado com trés tratamentos representando os niveis de N na forma de
sulfato de amonio (18% N) e 5 repeti¢des, descritos a seguir: Ty - testemunha; T; — 150 kg ha
"¢ T, — 300 kg ha™. As doses de N foram aplicadas em quatro épocas durante a estagdo das
chuvas. A maior dose foi definida com base na expectativa de producao e na recomendagao

oficial (RAIJ et al., 1996).

Tabela 1- Caracteristicas quimicas da camada 0-20 cm do Nitossolo Vermelho Eutroférrico da area experimental

pH MO P K Ca Mg H+Al SB T v
CaCl, g dm? mg Am™ e, mmole dm™ ..o, %
5,3 31 8 4,3 29 20 30 53,1 83,1 64

1.6.2 Dados meteoroldgicos
O clima ¢ do tipo Cwa segundo Kdppen, classificado como tropical de altitude, com

médias historicas anuais de temperatura, precipitacdo pluviométrica e umidade relativa iguais
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a 21,1° C, 1.257 mm e 74%, respectivamente. A estacdo chuvosa se estende de outubro a
margo e o periodo seco vai de junho a setembro. Os dados obtidos na area experimental foram
fornecidos pelo Posto Agrometeorologico automatizado do Departamento de Ciéncias Exatas
da ESALQ/USP, instalado no local do experimento, onde foram determinados os seguintes
atributos climaticos: temperatura do ar, umidade relativa, velocidade do vento, precipitacao,

radiagdo solar e evapotranspiragdo (Figura 2).

Médias Set 2005 - Junho 2006
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Figura 2 - Dados climaticos da area experimental, Fazenda Aredo, municipio de Piracicaba

1.6.3 Extracéao e determinacéo da atividade da RN
A determinagdo enzimatica foi realizada no Laboratorio de Biotecnologia Agricola
(CEBTEC), do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da Escola superior de Agricultura Luiz
de Queiroz, Campus ESALQ-USP.
A determinagdo da atividade da RN foi feita empregando-se o ensaio in vivo

modificado de Radin, (1974). As amostras foram coletadas entre 9:00 h e 10:00 h, esse
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procedimento foi adotado para permitir a comparagdo da acdo enzimatica nos diferentes
niveis de nitrogénio sem a interferéncia da luminosidade.

As amostras de tecido fresco foram coletadas, armazenadas em sacos plasticos em
caixa de isopor com gelo, transportadas até o laboratoério e limpas com agua deionizada. Em
seguida, pesou-se 100 mg de massa fresca, estes foram obtidos discos foliares e colocados em
tubos de ensaio contendo 3 mL de solugdo tampao fosfato, pH 7,4 50 mM + KNO;3 200 mM
(Figura 3).

Essas amostras foram infiltradas a vacuo durante 5 minutos com a finalidade de
aumentar a penetragdo da solugdo nos tecidos. Posteriormente, os tubos de ensaio contendo o
material vegetal foram incubados em banho-maria a 33° C por 30 minutos ao abrigo da luz,
envoltas com folha de aluminio.

A paraliza¢ao da reagdo foi feita com a adigdo de 1 mL de sulfanilamida a 1 % em
HCI 2 N e, a seguir, adicionou-se 1 mL de naftilenodiamino 0,05 %. A leitura foi feita em
espectrofotometro a 540 nm, sendo a atividade da enzima determinada pela quantidade de
nitrito (NO;") produzida, comparando os valores obtidos com uma curva padrao para esse ion,

previamente estabelecida. Os resultados obtidos dessa variavel foram expressos em pmol

Figura 3 - Metodologia de avaliagdo da atividade da RN (A) discos foliares em solucdo tampao, (B) Solugdo para
obtengdo da curva padrio
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1.6.4 Preparo dos extratos para anélise de GS

De cada tratamento coletou-se 1,0 g de material vegetal na forma de discos de folhas,
o qual foi fracionado e submetido a uma pequena quantidade de nitrogénio liquido durante a
maceragdo, tendo sido adicionado 2,0 ml da solu¢do 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 eppendorf, acondicionado em
recipiente com gelo moido e, em seguida, foi realizada a determinag¢do das atividades

enzimaticas.

1.6.5 Determinacdo da atividade da GS

A atividade da GS foi obtida utilizando o método proposto por Elliott (1953), o qual
explora a atividade biossintética dessa enzima na formagao de A-glutamil hidroxamato.

Essa reacdo foi realizada sob agitagdo 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 s6dio 500 mM; 0,05 mL de MgSO; 0,05
mL de cisteina 100 mM; 0,15 mL de hidroxilamina 100 mM, pH 7,0 e 0,15 mL de extrato
como descrito em 2.4, totalizando 1 mililitro (ml).

Apds o periodo de incubagdo a reacdo foi interrompida pela adicdo de 1mL do
reagente cloreto férrico - FeCl; (10 %)/TCA (24 %)/HCl (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

formacao de A-glutamil hidroxamato.
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A leitura foi feita a 540 nm em espectrofotometro marca HITACHI modelo U — 3210,
sendo a determinacdo da atividade enzimatica realizada a partir da comparacio da leitura
obtida com uma curva padrao, preparada previamente.

Os resultados obtidos dessa varidvel foram expressos em pmoles A-glutamil

hidroxamato produzido por hora por miligrama de proteina (uM de A-GH h™' mg'proteina).

1.6.6 Determinacdo do teor de proteina total solavel (PTS)

Para a determinacdo do teor de proteina total soltvel (PTS) foi utilizada a metodologia
de Bradford (1976), usando extratos preparados com o tampao TRIS descrito em GS. 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 espectrofotometro 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 acido ortofoforico (H3;PO4)
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 padrio feita com albumina de soro bovino (BSA), sendo os resultados obtidos dessa

.y -1 7.
variavel expressos em mg g de matéria fresca (MF).

1.7 Resultados e Discusséo

A atividade da RN, GS, teor de PTS aumentou com as doses de N aplicado (Tabela 2),
corroborando resultados obtidos por (MALAVOLTA et al., 2004; REIS et al., 2007) para
atividade da RN e N foliar. Em todas as épocas avaliadas a atividade da enzima se ajustou ao

modelo linear. A atividade da RN em cafeeiros correlacionou positivamente com a
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produtividade, o que indica ser um bom parametro para estimar o estado nutricional e a

produtividade do cafeeiro (Figura 4).
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Figura 4 - Correlagdo entre atividade da RN e produtividade do cafeeiro

A atividade da RN durante a fase reprodutiva do cafeeiro (Figura 5) apresentou
maiores valores no més de janeiro (0,834, 1,370 e 1,781 pmol NOy g'l MF h™' nos
tratamentos 0, 150 e 300 kg ha™, respectivamente) na fase chumbinho e inicio de granagdo de

frutos, conforme escala fenoldgica de Pezzopane et al. (2003).

No més de janeiro, os frutos estavam na fase chumbinho e as folhas apresentavam alta
atividade da RN, corroborando resultados obtidos por Taleisnik et al. (1980) e Carelli et al.
(1989). Porém variagdes ambientais e climaticas também podem contribuir na alteragdo da

capacidade de assimilacao de nitrato durante o ciclo do cafeeiro (Da MATTA et al., 1999).



Tabela 2 - Atividade da RN (umol NO, g” h™ MF), GS (umol yGH h”' mg™ PTS) e teor de PTS (mg g™)
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Dosesde N RN GS PTS
(kg ha™) (umol NO, g MF) (umol yGH h™' mg™' PTS) (mgg")
0 0,83 82,48 0,618
150 1,37 95,31 5,66
Jan 300 1,78 136,72 6,52
R’ 0,99 0,91 0,86
Equagio y=0,0032x + 0,852 y=0,1808x + 77,713 y=0,0197x + 1,3157
0 0,76 75,87 0,527
150 1,28 93,14 4,916
Fev 300 1,48 131,82 5,916
R? 0,94 0,95 0,88
Equagdo y=0,0024x + 0,8095 y=0,1865x + 72,3 y=0,018x + 1,0921
0 0,62 70,92 0,421
150 1,07 89,65 4,108
Mar 300 1,37 120,67 5,554
R’ 0,98 0,98 0,94
Equacio y=0,0025x + 0,6443  y=0,1658x + 68,871 y=0,0171x + 0,7944
0 0,52 64,31 0,335
150 0,96 82,40 2,951
Abr 300 1,18 113,99 3,216
R’ 0,96 0,97 0,81
Equagdo y=0,0022x + 0,5567  y=0,1656x + 62,062 y=0,0096x + 0,7269
0 0,42 54,01 0,301
Mai 150 0,85 69,54 2,038
300 0,96 90,04 2,328
R’ 0,89 0,99 0,84
Equacio y=0,0018x + 0,4695 y=0,1201x + 53,181 y=0,0068x+ 0,5423
0 0,28 52,25 0,266
150 0,68 64,81 2,218
Jun 300 0,77 85,56 2,568
R’ 0,88 0,97 0,86
Equagio y=0,0017x + 0,329 y=0,111x + 50,889 y=0,0077x + 0,5333

A maior atividade da RN em janeiro, provavelmente estd relacionada aplica¢do do

fertilizantes e das diferengas de precipitagdo no periodo da coleta do material (Figura 1).

Taleisnik et al. (1980), observaram na Costa Rica, que a atividade da RN foliar apresentava

variagdes sazonais e altas correlagdes com o periodo de maior precipitacdo. Os maiores

valores de atividades da enzima foram detectadas quando o solo apresentava umidade
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proxima da capacidade de campo, enquanto nas estagdes de baixa precipitagao a atividade da

RN foliar foi menor, o que coincidia com a fase de maturacao dos frutos.
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Figura 5 - Atividade da RN durante a fase reprodutiva do cafeeiro

A sensibilidade da atividade da RN foi observada durante o estabelecimento do déficit
hidrico, uma vez que Meguro e Magalhaes (1983), observaram em diferentes cultivares de
cafeeiro uma significativa reducdo da atividade da enzima em valores de ¥, hidrico foliar
entre -1,0 MPa ¢ -3,0 MPa.

Em todos os tratamentos a atividade da GS diminuiu (Figura 6) acompanhando a
redugdo do teor de PTS durante o desenvolvimento dos frutos e em funcdo da senescéncia
foliar (Figura 7). No més de janeiro, a GS também apresentou maior atividade na fase
chumbinho, com as menores expressoes desta enzima no més de abril, na fase de frutos
cereja, bem como em julho quando predominava frutos passa.

No més de janeiro, a GS também apresentou maior atividade na fase chumbinho, com

as menores expressoes desta enzima no més de abril, na fase de frutos cereja, bem como em
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julho quando predominava frutos passa. A GS ¢ a enzima que forma glutamina nos tecidos
senescentes (MIFLIN; LEA, 1977; OAKS; HIREL, 1985). Em varios trabalhos foram
constatados que a menor atividade da GS diminui no periodo reprodutivo (SIMPSON;
DALLING, 1985; HAYASHI; CHINO, 1990; KAMACHI et al., 1991; SOUZA et al., 1999),
devido a alta demanda de carboidratos, agticares e proteinas para a formagao do endosperma.

A GS no tecido vegetal estd presente em pelo menos duas isoformas: a GSI,
localizada no citossol, e a GS2, localizada no cloroplasto (OAKS; HIREL, 1985), a queda na
atividade da enzima observada durante a senescéncia pode ser atribuida a diminuigcdo da
isoforma GS2, que, como outras proteinas cloroplasticas, sofre hidrdlise preferencial durante
esse periodo. Em cloroplastos isolados observou-se que a GS2 ¢ mais susceptivel a hidrolise e
degrada mais rapidamente do que a Rubisco e outras enzimas de assimilagdo de carbono
(MITSUHASHI; FELLER, 1992; THOENEN; FELLER, 1998). A GS1 citossdlica, por sua
vez, se mantém constante e pode até aumentar ligeiramente durante a senescéncia (MAKINO
et al., 1983; KAMACHI et al.,, 1991). A GS1 converte glutamato em glutamina, o que
aumenta a eficiéncia de transporte de nitrogénio, pois a glutamina carreia dois nitrogénios
para cada cinco carbonos, o que explica a deficiéncia de N em folhas velhas.

Segundo Buchanan-Wollastos e Ainsworth (1997) a GS1 citossdlica esta envolvida na
remobilizacdo de compostos nitrogenados, pois a expressao de genes que codificam para GS1
aumenta durante a senescéncia. Entretanto, pode haver controle pés-traducional da GS1 por
fosforilacdo, o que protege a enzima da degradacdo, e também podem ocorrer interagdes com
proteinas 14-3-3, que aumentam a atividade da GS1 (FINNEMANN; SCHOERRING, 2000).

Enquanto a GS1 citossolica permanece ativa por mais tempo, a GS2 plastidial ¢é
perdida nas folhas na fase inicial de senescéncia, juntamente com outras proteinas
cloroplasticas, o que ocasiona a diminuicdo da atividade da GS total nessa fase fenoldgica

(maturagao).
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Figura 6 - Atividade da GS durante a fase reprodutiva do cafeeiro

Embora a atividade da GS apresenta alta correlacdo com a produtividade, observa-se
pouca diferenca na atividade entre plantas deficientes e plantas com teor adequado (T, - 150
kg ha™) em N (Figura 6). No mesmo periodo de avaliagio a RN apresentou boa concordancia
como o estado nutricional do cafeeiro em janeiro, a qual € a época de amostragem de diagnose
foliar. Portanto, o uso dos valores da atividade da RN ¢ mais recomendado para avaliar o
estado nutricional em relagdo a GS. Além disso, o uso da metodologia para avaliar a atividade
RN ¢ mais facil, pratico e de menor custo. Outra limitacdo do uso da atividade da GS para
interpretacdo do estado nutricional deve-se a origem da amoénia do tecido vegetal, pois esta
pode ser proveniente do fertilizante bem como da fotorrespiracio (MIFLIN; HABASH,
2002).

O nitrogénio por participar da composi¢do dos aminoacidos, desempenha um efeito
direto no conteudo de PTS como verificado na Tabela 2. O nitrogénio absorvido pelas plantas
combina com cadeias carbdnicas para a producdo de aminoacidos, os quais resultam em

proteinas que ficam armazenadas nos tecidos vegetais. Por ocasido da fase de enchimento de
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graos essas reservas sao quebradas, translocadas e armazenadas nesses 6rgaos na forma de
proteinas e aminoacidos (MARSCHNER, 1995).

O teor de PTS foliar diminuiu significativamente durante o periodo avaliado (Figura
7). Em todos os tratamentos, as folhas entraram em senescéncia a medida que os frutos se
desenvolviam, o que provavelmente explicaria a diminui¢do do conteudo de PTS. Nessa fase,
as folhas ainda permaneceram turgidas, indicando que as membranas e as organelas ainda
estavam intactas, porém em processo de degradacdo da clorofila (FELLER; KEIST, 1986).
Para Matile (1992) com o inicio da senescéncia, o influxo de nitrogénio decresce como
conseqiiéncia da diminui¢do da taxa transpiratoria da cultura e uma rede de exportacdo ¢
iniciada. O aminoacido derivado da degradagdo de proteina soluvel de folhas que estdo
préximas da fase de senescéncia ¢ reutilizado em outros 6rgdos da planta, como por exemplo,
0s graos.

A protedlise e a remobilizagdo de nitrogénio sdo constantemente associadas como
resposta da planta ao estresse e a senescéncia. A senescéncia associada a maturagdo ou
enchimentos dos frutos ¢ um evento danoso para a biologia da planta, mas importante para a
produtividade em razdo do enchimento de graos (LEA, 2001). As duas principais hipoteses
sobre inducdo de senescéncia entre a floragdo e a frutificacdo ¢ a baixa sintese de hormonios
ou a grande retirada de nutrientes das folhas, pois com a senescéncia ha remobilizagdo de
recursos protéicos para a fase reprodutiva (FELLER; FISCHER, 1994). Essa visdo sugere
uma possivel ligagdo entre a fungdo da protedlise na vida celular, incluindo resposta a estresse

por falta de nitrogénio, sendo a PTS remobilizada durante senescéncia.
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Figura 7 - Contetdo de PTS foliar durante maturagdo dos frutos de café

1.8 Conclusodes

A atividade da RN e GS ¢ o teor de N e PTS foliar diminui conforme a maturagao dos

frutos e apresentaram alta correlagdo com a produtividade.

A metodologia da RN ¢ mais recomendado para avaliar o estado nutricional do N em

relagdo a GS, por ser mais facil, pratico e de menor custo.
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2 RELACAO ENTRE FOTOS~SiNTESE, CLOROFILA E LEITURAS SPAD EM
FOLHAS DE CAFE EM FUNCAO DA ADUBACAO NITROGENADA

Resumo

O nitrogénio ¢ exigido em grande quantidade pela planta de café e responde por
aumentos significativos no rendimento da cultura, sendo considerado o nutriente que mais
limita a sua produgdo. Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a relagao
matematica entre a concentracdo foliar de nitrogénio, além de clorofila extraivel e a sua
coloragdo estimada, indiretamente, por meio de leituras nao destrutivas utilizando o
clorofilémetro portatil SPAD-502 e assimilacdo de CO, pelo medidor portatil de fotossintese
LICOR 4600. A calibragao do referido método em condicoes de campo ¢ fundamental para a
sua utilizagdo pratica, uma vez que alguns trabalhos realizados sobre esse assunto foram
conduzidos com mudas de café¢ em casa de vegetacao, condi¢des muito diferentes daquelas
em que as plantas estdo sujeitas no campo. Para a calibragdo da leitura feita com o
clorofilometro e o medidor portatil de fotossintese LICOR 6400 e os teores foliares de
nitrogénio e clorofila. Utilizou-se trés niveis de adubacdo nitrogenada: Ty - testemunha; T, -
150 kg ha' N e T, - 300 kg ha” N, adotando o delineamento de blocos ao acaso com trés
tratamentos (doses de N) e cinco repeti¢des. ApoOs as leituras os pares de folhas foram
coletados para extracdo de clorofila e determinacao do teor de nitrogénio. As leituras e as
analises quimicas para o N e clorofila foram realizadas mensalmente durante o
desenvolvimento do fruto desde a fase chumbinho até a colheita. Durante o crescimento e
desenvolvimento dos frutos (janeiro a junho), a relacdo entre o teor foliar de nitrogénio e a
leitura com o clorofildometro (SPAD), fotossintese e o teor de clorofila foram linear e positiva.
O medidor portatil de clorofila ¢ uma boa ferramenta para monitorar o estado nutricional do
cafeeiro no que diz respeito ao nitrogénio. No periodo avaliado, houve decréscimo em todos
os tratamentos de N total, fotossintese, clorofila e leituras SPAD devido a senescéncia foliar.

Palavras-chave: Coffea arabica ; Proteinas; N foliar; Clorofila
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RELATIONSHIP AMOUNG PHOTOSYNTHESIS, CHLOROPHYLLS AND SPAD
READINGS IN COFFEE LEAVES IN RELATION TO N SUPPLY

Abstract

The role of N in agricultural production is intimately connected to photosynthesis.
Nitrogen metabolism changes at the onset of senescence from assimilation to remobilization.
The export of nitrogen from senescent plant parts is important for the efficient use of this
macronutrient. The objective of this study was to establish a correlation among the
photosynthetic pigments content, total nitrogen and the photosynthesis variables with the
SPAD-502 readings in Coffea arabica leaves. Correlations were established among the
chlorophyll content, nitrogen content, and chlorophyll a and b with SPAD-502 readings taken
on coffee leaves at different months. The results show that all variables decreased with time.
However, correlation increased linearly with nitrogen doses. Total chlorophyll as well
presented a direct linear correlation with readings of the portable chlorophyll meter. The
SPAD readings have shown to be a good tool to diagnose the integrity of the photosynthetic
system in coffee leaves. Thus, the portable chlorophyll SPAD-502 can be used to evaluate the
nitrogen status and can also help interpretation of the photosynthetic process in coffee plants.

Keywords: Coffea Arabic; Proteins; Leaf nitrogen ; Chlorophyll

2.1 Introducao
2.1.1 O papel bioquimico do N na assimilacdo do carbono

O N ¢ um nutriente requerido para a sintese de proteinas estrutural e enzimatica. As
enzimas sdo responsaveis pela sintese ndo somente de proteinas, mas também de metabolitos
intermediarios, componentes de estrutura da célula, armazenamento de carboidratos e
pigmentos. Estes varios componentes constituem a planta e sdo requeridos para o crescimento
de células, as quais serdo responsaveis pelos componentes da producdo (LAWLOR et al.,
2001).

O papel do nitrogénio na produtividade agricola esta intimamente relacionado com a
fotossintese. Nesse processo a energia de fotons é convertida em energia quimica, armazenada

no ATP e metabdlitos intermedidrios reduzidos, primeiramente o NADPH, o qual ¢ usado na
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sintese de assimilados de carbono e nitrogénio, particularmente carboidratos e aminoacidos
(LAWLOR, 2002).

A assimilagdo do CO; em relagdo com o teor foliar de nitrogénio foi revisado por
(LAWLOR et al., 2001; LAWLOR 2002) e pode ser resumido na sintese de aminoacidos e
proteinas, componentes indispensaveis para a vida celular. Uma rapida assimilagdo de CO,
requer grande quantidade de cloroplastos, principalmente complexo clorofila proteina
captadora de luz (LHCP), transporte de elétrons ¢ NADP' reduzido como componentes da
tilacoide (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A principal proteina dos cloroplastos e folhas ¢ a Rubisco, a qual catalisa a reagao
entre CO; e RuBP, gerando triose fosfato, que ¢ exportada do cloroplasto para o citossol, onde
¢ convertida em sacarose (LAWLOR, 2002). A Rubisco tem baixa atividade catalitica por
massa de proteina, assim, a assimilagdo de CO, em plantas C; requer alta quantidade da
enzima, sendo composta aproximadamente 50% da proteina soluvel. A atividade metabolica
nas folhas corresponde a grande teor de nitrogénio. Se o fornecimento de nitrogénio ¢ baixo
durante a expansdo foliar, a sintese protéica diminui ¢ os componentes formados sao

inadequados para a maxima capacidade de assimilagdo do CO, (LAWLOR et al., 1989).

2.1.2 Capacidade fotossintética e nitrogénio foliar

O N apresenta uma pequena fragdo da biomassa da planta, em média, 3% da matéria
seca. Esta concentracdo em diferentes tecidos da planta ¢ um fator altamente limitante para o
crescimento ¢ produtividade, pois esse elemento ¢ um controlador de diversos processos na
planta, tais como, distribui¢do da matéria seca em diferentes partes da planta e na assimilagdo

do carbono a partir da fotossintese Levin et al., (1989).
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As folhas assimilam CO, pela fotossintese, produzindo grande massa de carboidratos,
particularmente sacarose, a qual ¢ exportada para o resto da planta. A sintese de carboidratos
ocorre em fun¢do da fotossintese foliar menos a respiracdo, além da fotorrespiracdo, a qual
esta intimamente relacionada com a utilizagao de fotoassimilados (LEA; MOROT-GAUDRY,
2001). O complexo metabolico envolvido nesses processos requer um grande nimero de
diferentes enzimas, pigmentos e proteinas.

O N foliar ¢ um bom indicador da capacidade de carboxilagdo e do transporte de
elétrons na folha. Esta resposta da fotossintese ao teor de N foliar linear pode ser explicada
por um simples efeito de massa, pois quanto maior a disponibilidade de N maior sera o teor de
N foliar e, consequentemente, havera produg¢do de maior quantidade de compostos
fotossintéticos como proteinas e enzimas (NIJS et al., 1995; LU; ZHANG, 2000). Em fun¢ao
da interagdo entre o metabolismo do N e do C, estudos de mudangas ambientais que afetam a
assimilagdo de carbono deveriam levar em conta o fluxo desse nutriente na planta. Muitas
espécies mostram um consideravel decréscimo do N foliar apds longa exposicdo a
concentragdes elevadas de CO,, pelo menos quando expressadas em matéria seca. Este
decréscimo pode coincidir com a diminui¢do da area foliar especificada, sendo que, qualquer
decréscimo no N foliar, geralmente, reduz a capacidade fotossintética na folha.

Muitos estudos t€ém demonstrado que a deficiéncia no fornecimento do N, comparada
as plantas controle, decresce significativamente a capacidade de assimilagdo do carbono. O
decréscimo na assimilagdo de carbono pode estar associado tanto na diminui¢do da

concentragdo como da atividade da Rubisco (LU; ZHANG, 2000).

2.1.3 Uso clorofildmetro para monitorar o nitrogénio
O nitrogénio ¢ um dos nutrientes que afetam significativamente o rendimento das

lavouras cafeeiras, sendo indispensavel que as plantas apresentem niveis suficientes do
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nutriente para garantir a produgdo de carboidratos e amido consumidos durante a floragao
(MALAVOLTA et al., 2002), bem como para a formagao e crescimento dos ramos, folhas e
frutos. Os sintomas de deficiéncia dos nutrientes sdo mais intensos a partir da granagdo, em
particular, nos anos de grande carga de frutos. O amarelecimento da planta se deve a elevada
concentragdo de N nos cloroplastos, de 50 % a 70 % das células foliares (STOCKING;

ONGUM, 1962).

A analise foliar ¢, normalmente, a técnica utilizada para avaliar o estado nutricional da
planta, que apesar de ser amplamente difundida apresenta como inconveniente a demora na
obtencdo dos resultados. Assim, o diagnostico nutricional para a recomendagdo da adubagao e
o ajuste da dose de nitrogénio ¢, freqlientemente, realizado na ultima aplicacao (RAIJ et al.,

1996), podendo prejudicar a vegetacao e a frutificagdo do cafeeiro.

Os resultados de pesquisas demonstram que a concentracdo de clorofila e, obviamente,
a intensidade da cor verde da folha pode ser um indicador do teor de nitrogénio. As variagdes
no suprimento e estado nutricional em relagdo a este nutriente possibilitam a detecgdo precoce
da deficiéncia, pela avaliacdo indireta da clorofila (ARREGUI et al., 2006). Esse método
podera servir, também, como um teste rapido e pratico para a avaliagdo do teor de nitrogénio
foliar em tempo habil, auxiliando o manejo adequado da adubagdo da planta pelos técnicos e

cafeicultores.

A determinagdo dos teores foliares de N apresenta-se como possibilidade de deteccao
de deficiéncia de nutriente, no entanto, na pratica ¢ complexo efetuar uma série de
amostragens e andlises para determinacdo das necessidades desse elemento, com resposta em
curto prazo. A possibilidade de deteccdo indireta do N contido nas folhas, por meio da
avaliacdo do teor de clorofila, tem sido preconizada como meio eficaz para a resolugdo desse
problema, além de se correlacionar positivamente com a produtividade do cafeeiro Reis et al.,

(2006).
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O teor de clorofila ¢ geralmente determinado pela extragao de folhas e determinadas
por espectrofotometria (ARNON, 1949). Os métodos tradicionalmente usados para a
determinagdo da quantidade de clorofila sdo destrutivos do tecido foliar ¢ muito trabalhosos
na extracdo e quantificacdo das mesmas Uddling et al. (2007). Por outro lado, o medidor de
clorofila SPAD-502 fornece leituras que correspondem ao teor do pigmento presente na folha.
Este equipamento permite que sejam feitas leituras indiretas da concentracdo de clorofila e de
N na folha, uma vez que o mesmo fornece a intensidade da cor verde (MALAVOLTA, 2006).

Varios trabalhos encontraram correlacdo entre o indice de cor verde com o contetido
de clorofila na folha (YAMAMOTO et al., 2002; ESPOSTI et al., 2003; KAPOTIS et al.,
2003; MURILLO-AMADOR et al., 2004; WANG et al., 2004; ARREGUI et al., 2006). Esta
relacdo ¢ obtida porque 50 % a 70 % do N total das folhas serem integrantes de enzimas que
estdo associadas aos cloroplastos (CHAPMAN; BARRETO, 1997; STOCKING; ONGUN,
1962).

Pelos estudos realizados por (ARGENTA et al., 2004) evidencia que a utilizagdo
adequada do aparelho requer alguns cuidados como, por exemplo, o teor de N foliar deve ser
a Unica variavel que influencia o teor de clorofila, uma vez que muitas deficiéncias e alguns
excessos de nutrientes causam clorose; a cultivar, idade e parte da folha afetam a tonalidade,
assim como a leitura precisa ser padronizada usando como referéncia folhas com
concentragdo conhecida de N.

O consumo de luxo deste nutriente na forma de nitrato eleva a sua concentragdo acima
do nivel adequado sem, no entanto, influenciar no teor de clorofila (BLACKMER;
SCHEPERS, 1995). Esta baixa sensibilidade ao consumo de luxo de N ¢ um indicador
confiavel do medidor de clorofila. Este fato ocorre porque a planta ndo produz clorofila além

da necessidade mesmo quando ha uma absor¢do em excesso do nutriente. Para Schroder et al.,
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(2000) um indicador eficiente ¢ aquele que prediz tanto a deficiéncia quanto o excesso, uma
vez que, neste caso, pode causar danos ao ambiente e aumentar o custo de produgao.

O agricultor ou o técnico pode efetuar tantas leituras quantas forem necessarias sem a
destrui¢do da folha, cujo procedimento permite o monitoramento do estado nutricional, pois a
intensidade da cor verde da folha sinaliza, com antecedéncia, o risco de deficiéncia de N e a
sua corre¢do com a adubagdo nitrogenada.

A maior limitagdo a utilizagao do teor de clorofila como indicador do nivel de N deve-
se a impossibilidade de estimar a quantidade de N suplementar (WASKOM et al. 1996). Por
outro lado, os indicadores de solo também nao sdo suficientes para orientar, com seguranga,
quando aplicar deste nutriente (SCHRODER et al. 2000). Do exposto, fica evidente a
necessidade da integragdo de indicadores de N (solo e planta) para aumentar a eficiéncia da
recomendacao da adubacgdo nitrogenada. Ressalta-se que foi obtida uma relagdo direta entre o
teor de N na folha e o rendimento de graos de milho por Waskom et al., (1996).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a relagdo matematica entre a
concentragdo foliar de nitrogénio, determinada pela analise quimica, com a sua colora¢do uma
vez que a mesma pode estimar, indiretamente, a quantidade de nitrogénio por meio de leituras
ndo destrutivas de tecidos foliares, utilizando o clorofildmetro e medidor portatil de
assimilagdo de CO;. A calibragdo do referido método em condigdes de campo ¢ fundamental
para a sua utilizagdo pratica, uma vez que os trabalhos realizados sobre esse assunto foram
conduzidos com mudas de café em casa de vegetacao (LIMA FILHO et al., 1997; REIS et al.,

2002), condi¢des muito diferentes daquelas em que as plantas estdo sujeitas no campo.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Medidas fotossintéticas
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As medidas de fotossintese foram realizadas a partir das 8:00 h até aproximadamente
10:30 h em dias sem nuvens, utilizando um medidor portatil de fotossintese (PPS - modelo

LI-6400, Li-Cor, Inc., Lincoln, NE, USA) para analisar a fixa¢cdo de CO, por folhas.

2.2.2 Extracdo e determinacéo de clorofila

Para a andlise do teor de clorofila extraivel foi coletado o terceiro par de folhas de
ramos produtivos. As amostras de cada folha de 0,1g de tecido foliar foram trituradas e
homogeneizadas em almofariz, para a extragio da clorofila. A massa foi acrescentado 5 mL
de acetona a 80 % e depois filtrado com papel de filtro em funil. Uma aliquota de 3 mL do
extrato foi retirada para a leitura em absorbancia nos comprimentos de onda de 645 nm e 663
nm. As concentragdes de clorofila a, clorofila b e clorofila total foram determinadas de acordo

com as equacgoes (1, 2 e 3) propostas por ARNON (1949):

Clorofila a (ug ml™) = (22,9 x Leitura 663 nm) — (2,29 x Leitura 645 nm) (1)
Clorofila b (ug ml™) = (22,9 x Leitura 645 nm) — (4,69 x Leitura 663 nm) (2)
Clorofila Total (ug ml™) = (20,2 x Leitura 645 nm) + (8,02 x Leitura 663 nm) 3)

2.2.3 Leituras SPAD

A leitura obtida com o clorofildmetro depende da quantidade de luz transmitida pela
folha em duas regides de comprimento de onda, nas quais a absor¢do pela clorofila ¢
diferente. Estas faixas sdo o vermelho (650 nm) com alta absor¢do e que nao ¢ afetada pelos
carotendides, e o infravermelho (940 nm) cuja absor¢do ¢ muito baixa, fornecendo a

calibragdo interna do aparelho.

Um sistema interno do equipamento emite luz vermelha e infravermelha que

atravessam a folha. Um fotodiodo de silicio (receptor) converte a luz transmitida em sinais
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elétricos anadlogos, que sao amplificados e transformados em sinais digitais, armazenados para
o calculo do valor obtido pelo clorofilometro SPAD — 502, visualizado no monitor e
armazenado, automaticamente, na memoria do aparelho. A leitura do medidor corresponde a
uma area de 2 mm x 3 mm, cujas folhas devem possuir espessura maxima de 1,2 mm. A

profundidade de inser¢do da folha para a leitura ¢, no maximo, 12 mm (MINOLTA, 1989).

A maior absor¢do de luz pela clorofila a e pela clorofila b ocorre com comprimentos
de onda de 430 nm e a menor absor¢do com comprimento de onda de 750 nm, quando a maior
parte da irradiancia ¢ refletida ou transmitida. O método do clorofilometro fornece leituras
que variam entre 0 a 80, sendo os maiores valores indicativos de folhas com tonalidade mais

intensa da cor verde (DWYER et al., 1995).

Para a calibragdo da leitura feita com o clorofilometro e os teores foliares de
nitrogénio foram utilizados trés niveis de adubagao nitrogenada: Ty - sem fornecimento de N;
T, -150 kg ha! Ne T, - 300 kg ha' N, adotando o delineamento de blocos ao acaso com trés
tratamentos (doses de N) e cinco repetigdes. ApoOs as leituras os pares de folhas foram
coletados para andlise quimica e determinagdo do teor de nitrogénio (MALAVOLTA et al.,
1997). As leituras e as analises quimicas para o N foram realizadas ap6s cada um dos quatro

parcelamentos da adubagao nitrogenada.

Os dados foram submetidos as analises estatisticas utilizando-se o programa estatistico
SAS — System for Windows 6.11 (SAS Institute, 1996). Realizou-se a analise de variancia e
em fun¢ao do nivel de significancia pelo teste F, para o efeito dos tratamentos, procedeu-se o
teste de Tukey a 5% de probabilidade na comparacdo das médias entre os tratamentos. As
correlacdes entre leitura SPAD de clorofila, teor de clorofila extraivel, fotossintese liquida,
teores de N total e produtividade do cafeeiro foram obtidas e testadas mediante procedimento

CORR, pelo programa estatistico SAS.
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2.3 Resultados e discusséo

Pela analise de regressao linear verificou efeito significativo para as doses de
nitrogénio em relacdo a fotossintese, clorofila, teor foliar de nitrogénio e leituras SPAD em
todos as épocas avaliadas (Tabela 1). A eficiéncia da adubagdo nitrogenada ¢ baixa, isso
reforca a resposta do cafeeiro ao fornecimento desse elemento.

olhas com elevado teor de nitrogénio apresentam grande teor de clorofilas o que
resulta em melhor capacidade fotossintética em relacdo as folhas deficientes em nitrogénio
(EVANS, 1983). Assim, a fotossintese liquida aumenta linearmente com os niveis de
proteinas soliveis, conseqiientemente maior serd a assimilacdo de didxido de carbono por
unidade de nitrogénio em folhas com teor adequado desse elemento, em relagdo as folhas
deficientes. A deficiéncia de nitrogénio diminui a eficiéncia com que a biomassa ¢ produzida
por unidade de interceptagdo de radiagdo solar, assim a planta apresenta menor taxa de
fotossintese liquida na falta de N (LAWLOR, 1994; LEA; MOROT-GAUDRY, 2001).

Durante o crescimento e desenvolvimento dos frutos (janeiro a junho) houve
correlagdo positiva entre os teores foliares de clorofila a, b e total, fotossintese, nitrogénio
foliar, leituras SPAD e produtividade em fungdo das doses de N (Tabela 2). No periodo
avaliado, houve decréscimo em todos os tratamentos devido o inicio da senescéncia,
fenomeno que antecipou nas plantas que apresentavam deficiéncia de nitrogénio. Esse
processo tem sido observado em varias espécies cultivadas (FELLER, 1986) e sugerido a
existéncia de um controle fisioldgico, do qual as células remobilizam fragdes de baixo peso
molecular como aminodcidos para o enchimento dos graos, sendo o nitrogénio o principal
elemento para esse processo.

As leituras SPAD foram correlacionadas significativamente com os teores foliares de
clorofila, nitrogénio e fotossintese, bem como a produtividade (Tabela 2). Mediante uma

analise de contraste entre os dados de produtividade do cafeeiro com as leituras SPAD para
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cada época de avaliacdo, verificou-se que em janeiro (fase chumbinho) houve correlagao
significativa, o que indica que esta ferramenta ¢ eficaz para predizer a produtividade da
cultura. A correlacdo nessa fase de desenvolvimento do fruto ¢ extremamente importante, pois
ha possibilidade de corrigir deficiéncias de nitrogénio no cafeeiro, na fase inicial de

desenvolvimento do fruto.

Tabela 1 - Fotossintese, nitrogénio foliar, clorofila e leituras SPAD durante o desenvolvimento dos frutos em
func¢do de doses de nitrogénio

goses de Fotossintese N Clor a Clorb Clor Total SPAD
(kg ha™") (umol CO, m?s™")  (gkg?) (ugml™) (ugml™) (ugml™) leituras
0 1,93 15,66 8,22 947 17,69 2423
150 9,49 31,4 35,49 25,66 61,15 58,41
Jan 300 15,43 33,3 39,21 33,56 72,78 70,86
R 0,99 0,83 0,84 0,96 0,90 0,93
Fauacio Y = 21974 y=17,967 y = 12,14 y = 10,85 y=22,991 y=27.852+
quag 0,045x 10,0588x  +0,1033x  +0,0803x +0,1836x  0,1554x
0 1,75 14,7 8,19 8,99 17,18 23,30
150 9,60 30,03 32,87 24,92 57.80 58,04
Foy 300 14,73 32,71 38,39 33,15 71,55 69.91
R 0,98 0,86 0,88 0,97 0,92 0,92
Bauacio Y = 22052 y = 1681 y=11381 y=10277 y=21,658 y=27,112+
quag 0,0433x +0,06x  +0,1007x  +0,0805x +0,1812x  0,1554x
0 1,38 15,80 7,84 8,53 16,37 23,00
150 7.45 25,48 29,84 23,17 53,01 57,70
Mar 300 11,51 30,59 30,83 29.28 60.11 68.60
R 0,98 0,97 0,78 0,95 0,87 0,92
Equagio ¥ 7. L7112 y=16,562 y=11,346 y = 9,949 y=21295 y=26967+
0,0338x 10,0493x  +0,0766x  +0,0692x  +0,1458x  0,152x
0 124 14,86 7,02 7.96 14,98 21,19
150 6,86 25,01 27.85 20,96 48,81 54,67
Abr 300 12,69 31,27 28,60 26,74 55,34 68,11
R 0,99 0,98 0,78 0,95 0,87 0,94
Equacio Y o 12071 y=15,508 y=10364 y = 9,164 y=19,528 y=24,526+
0,0382x +0,0547x  +0,0719x  +0,0626x +0,1345x  0,1564x
0 1,14 18,83 6,30 7.2 13,52 18,79
Maio 150 6,19 28,00 26,10 19,59 45,69 53.31
300 11,88 31,20 28,11 25,64 53,76 67.91
R 0,99 0,93 0,82 0,96 0,89 0,95
Eauac y = 10333 y=19,825 y=92676 y=82736 y=17,541 y=22,107+
quagao 4 H358x +0,0412x  +0,0727x  +0,0614x  +0,1341x  0,1638x
0 1,05 14,68 6,16 6,98 13,15 18,23
150 536 24,90 25,60 18,49 44,09 52,61
jun 300 9,69 27,09 27,34 24,51 51,85 67,83
R 0,99 0,88 0,81 0,97 0,89 0,95
Fauacio Y = 12619 y=16,018 y=9,1112 y=7.8981 y=17,000 y = 21424
quag 0,0288x +0,0414x  +0,0706x  +0,0584x  +0,129x  +0,1653x
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A utilizacdo do clorofildmetro portatil SPAD-502 tem aumentado muito nas ultimas
décadas para monitorar o teor de nitrogénio Uddling et al. (2007). Na literatura existem
muitos trabalhos cientificos utilizando o aparelho, porém somente parte dessas pesquisas
estudaram as relagdes entre as leituras do clorofildmetro com os teores de clorofila da folha
(Tabela 2). Os resultados do presente estudo corroboram as curvas de calibragdo do
clorofildmetro SPAD e as relagdes com clorofilas extraiveis para a predi¢ao da adubagao
nitrogenada obtidos por (XU et al., 2000; YAMAMOTO et al., 2002; ESPOSTI et al., 2003;
WANG et al., 2004).

A adubacdo nitrogenada pode afetar o crescimento e produtividade das plantas pela
alteracdo da area foliar e capacidade fotossintética. Essas fortes relacdes entre teor de
nitrogénio foliar e assimilacdo de CO, sdo verificadas na Tabela 2 (teor foliar x fotossintese).
Esses resultados concordam com estudos realizados anteriormente por (EVANS, 1983;
LAWLOR et al., 1989, NAKANO et al., 1997), os quais obtiveram alta relagdo entre o
fornecimento de nitrogénio e fotossintese. A relagdo entre os componentes do sistema
fotossintético pode devido o teor de nitrogénio no tecido foliar, refletindo na adaptacdo da
magquinaria fotossintética.

Estudos realizados por (LU; ZHANG, 2000) indicam que plantas deficientes em N a
capacidade de assimilagdo de CO, decresceu significativamente, devido a redugdo da
Rubisco, pois as plantas deficientes apresentam menor teor de clorofila. Em plantas C3 como
o cafeeiro, aproximadamente 75% do N estd localizado no cloroplasto, particularmente na
Rubisco, a qual ¢ a enzima chave da carboxilagdo e também uma proteina de membrana

relacionada com a cadeia transportadora de elétrons (LAWLOR et al., 2001).
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Tabela 2 - Relagdo entre épocas de amostragens, doses de nitrogénio, taxa fotossintética, nitrogénio foliar,
clorofila a, b e total, leituras SPAD em folhas de cafeeiro e produtividade

Epoca Dose Fotos. N Clora Clorb Clor total SPAD  Prod

Epoca 1 0 -0,23"™  -0,25" -0,25™ -0,25™ -0,25™ -0,09™

Dose 1 0,96* 090* 0,86* 093* 0,89* 0,96*  0,96*
Foto 1 0,94*  091* 098* 0,95* 0,94*  0,94*
N 1 0,95*  0,97* 0,96* 0,95*  0,79*
Clor a 1 0,97*  0,99* 0,95*  0,78*
Clorb 1 0,99* 0,97*  0,89*
Clor total 1 0,96*  0,83*
SPAD 1 0,87*
Prod 1

™ _ Nio significativo ~ - Significativo a 1 % (p<F 0,0001) pelo Teste Tukey

Outros autores (SHIRAIWA; SINCLAIR, 1993), também observaram efeito positivo
de doses de nitrogénio na atividade fotossintética. A fotossintese diminui em plantas
eficientes de N devido a redugdo de fotons absorvidos e conseqiientemente, com uma queda
na taxa de transporte de elétrons no cloroplasto (LU; ZHANG, 2000).

Os papéis do N na formacdo da colheita se exercem pela sua participagdo em
compostos nitrogenados como aminoacidos, proteinas e enzimas. O N é o maior responsavel
pela vegetacdo que se reflete no indice de area foliar. No cafeeiro ha muita folha e pouco
fruto, o que possivelmente reflita um dreno ou demanda maior por parte das gemas
vegetativas (MALAVOLTA, 2006).

Altas correlagdes tém sido demonstradas entre teor foliar de nitrogénio e proteina
solavel (SINCLAIR; HORIE, 1989). As taxas fotossintéticas em cafeeiro aumentaram
linearmente com o teor foliar do elemento até um valor critico. Assim o nitrogénio pode
limitar o desenvolvimento em varios ambientes, além disso, altas taxas fotossintéticas
correlacionaram com o teor de proteina soliivel, indicando que o teor foliar de nitrogénio pode
ser um bom critério para estimar a capacidade de assimilacdo de carbono em vérias condi¢des
ambientais e nutricionais, ou seja, em plantas deficientes ou ndo em nitrogénio. Plantas com
baixos teores de nitrogénio foliar apresentam baixas taxa fotossintética, baixo aciimulo de

matéria seca e produtividade (DWYER et al., 1995).
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A flutuagdo sazonal dos teores foliares de clorofila a, b e total, fotossintese, nitrogénio
e leituras SPAD sdo observadas suas amplitudes entre seus valores extremos (Figura 2).
Durante o desenvolvimento dos frutos a taxa fotossintética diminui devido a senescéncia
foliar (FELLER; FISCHER, 1994).

Durante o desenvolvimento do fruto, as folhas entram em senescéncia com a
degradagdo de pigmentos foliares, principalmente proteinas, as quais representam
quantitativamente a fragdo mais importante do nitrogénio foliar. Essas proteinas podem ser
degradadas por hidrolases para aminoacidos durante a senescéncia foliar e remobilizadas para
outros 6rgdos, principalmente os frutos durante o enchimento de dos graos (FELLER, 1990).

Com o inicio da senescéncia o influxo de nitrogénio decresce como conseqiiéncia da
baixa transpiragdo e a sua remobiliza¢do na planta.

Geralmente, plantas deficientes em nitrogénio apresentam baixo teor de proteinas nos
cloroplastos e rapida degradacdo como verificado na Tabela 1 e Figura 2. A perda de
estruturas de membranas estd associada com baixo teor protéico (LAWLOR et al., 2001).

As varias respostas fisiologicas apresentam correlagdes positivas com doses de
nitrogénio. A relagdo significativa entre o teor total de clorofila, nitrogénio, SPAD e clorofila,
representam uma alternativa para monitorar ¢ prever o estado nutricional no que se refere ao
nitrogénio, uma vez que esse elemento ¢ componente da molécula de clorofila (TAIZ;

ZEIGER, 2004).
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Figura 2 - Teor de clorofila, nitrogénio, fotossintese e leituras SPAD em folhas de café

desenvolvimento do fruto em fun¢do de doses de nitrogénio
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2.4 Conclusodes
Durante a frutificacdo as folhas entram em senéscencia, com decréscimo na taxa

fotossintética, nos teores de clorofila, de nitrogénio foliar e leituras SPAD.

A fotossintese, a clorofila, o teor de nitrogénio foliar e as leituras SPAD

correlacionaram significativamente com as doses de N.

O medidor de clorofila SPAD 502 foi eficiente para avaliar o estado nutricional do
cafeeiro em relagdo ao teor de N, bem como apresentou correlagdes significativas para a
estimativa da concentragdo de clorofilas, fotossintese e produtividade. Este equipamento pode

ser utilizado para predizer a produtividade do cafeeiro, assim como a fotossintese.
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3 REMOBILIZACAO DE NUTRIENTES, AMINOACIDOS, ACUCARES E AMIDO
PELAS FOLHAS E FRUTOS EM CAFEEIRO

Resumo

O objetivo foi avaliar a remobilizacdo de NPK e niquel em folhas e frutos de cafeeiro
em funcdo de diferentes doses de adubagdo nitrogenada durante a fase reprodutiva. O
experimento foi instalado em blocos ao acaso, em esquema fatorial 3x6, constituido pela
combinagdo de trés doses de N (0, 150 e 350 kg ha™) e avaliado em seis diferentes épocas
(janeiro, fevereiro, margo, abril, maio e junho), com quatro repeti¢des, utilizando o cultivar
Catuai Vermelho IAC 44 com seis anos, implantado num Nitossolo Vermelho eutroférrico, no
municipio de Piracicaba-SP. O teor de N foliar aumentos em funcdo das doses de N
fornecidas. Houve decréscimo no teor de N e K nas folhas do cafeeiro durante a fase de
desenvolvimento dos grios, com excecdo do fosforo, que apresentou ligeiro aumento no
tecido foliar. Os teores foliares e nos grdos de P e K estdo abaixo dos valores padroes,
enquanto os teores de Ni estavam acima dos padrdes para o cafeeiro. Nos grios cereja e passa
ha maior concentragdo de P em relacdo ao verde cana, porém quando apresenta teores
adequados de N foliar, a fase verde cana apresenta maior teor de N nos graos. O teor de
aminodcidos totais foi maior no estadio cereja independentemente das doses de N. O teor de
amido e agucar redutor nos graos foram superiores no estadio cereja, independentemente da
dose de N. O teor de proteina soluvel total foi superior no estadio de fruto passa, com resposta
linear e positiva a dose de N.

Palavras-chave: Coffea arabica, N; P ;K; Ni
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MOBILIZATION OF MINERAL ELEMENTS, AMINOACIDS, SUGARS AND
STARCH BY LEAVES AND FRUITS OF THE COFFEE PLANTS

Abstract

The objective of this work was the evaluation of the extent of mobilization of NPK
and Ni, amino acids, starch and sugars in leaves and fruits of the coffee plants during the
reproductive period, and as a function of rates of nitrogen. The experiment was set up in
randomized blocks, as a 3x6 factorial, consisting of the combination of three rates (0, 150 and
350 kg ha™'), with evalutation made in 6 months (January, February, March, April, May and
June) and four replicates. Six year old plants of the cultivar Catuai Vermelho TAC 44 growing
on a Red Nitosoil eutroferic in the county of Piracicaba, SP were the experimental material.
Linear regression showed and increase in leaf N, aminoacids, sugars and proteins on all
mounths. During fruit development there was a decrease in leaf N and K, and a slight raise in
P concentration. The content of P both in the leaves and in the beans are lower than standard
values. This is due to low levels of this elements in the soil when the experiment began.
During the development level found at the cane-green stage. At this stage bean N is higher
than in other periods. The content of sugars and starch are bigger in the cherry bean fruits
stage.

Keywords: Coffea Arabica; N; P K ; Ni

3.1 Introducéo

A assimilacdo do nitrogénio ¢ um processo vital que controla o crescimento e o
desenvolvimento das plantas e tem efeitos marcantes sobre a fitomassa e a produtividade final
das culturas. Depois que a folha do cafeeiro termina sua expansdo ela passa a ser exportadora
de nutrientes. De acordo com Calbo (1989), a degradacdo de compostos celulares resulta na
migracdo de fotoassimilados e elementos minerais moveis, especialmente N e K para drenos
tais como frutos e raizes, resultando até na queda da folha.

O desfolhamento acentuado ou depauperamento do cafeeiro se deve a excessiva
mobilizacdo de nutrientes pelos frutos, como conseqiiéncia da grande carga de frutos e
pequena razao folha/fruto (RENA et al., 1983). Mesmo em ano de baixa producdo a demanda

de nutrientes continua, sendo direcionada, principalmente, para o crescimento de ramos
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plagiotrépicos, formagdo de novos ramos, folhas e raizes que vao substituir o fruto como
dreno de carboidratos e nutrientes (MALAVOLTA et al., 2002).

A avalia¢do da capacidade de absor¢do e de remobilizacdo do nitrogénio em cada
estadio do desenvolvimento da planta fornece dados importantes para a avaliagdo de sua
eficiéncia na utilizagdo desse nutriente e pode ser utilizada no planejamento de uma
cafeicultura eficiente.

A nutri¢do do cafeeiro ¢ analisada principalmente sob o ponto de vista da producao, e
por ser uma cultura de alta exigéncia nutricional, a adubacdo baseada exclusivamente nas
quantidades dos nutrientes exportados nos graos, ndo constitui uma recomendagdo correta.
Sendo necessario levar em consideragdo também a quantidade dos elementos minerais
necessarios para a manutencao da planta e para a produgdo de novos ramos, folhas e raizes
(MALAVOLTA et al., 1974).

Assim como a avaliacdo do estado nutricional de uma planta é determinada pela
analise foliar, a analise quimica de frutos determina a quantidade de nutrientes exportados
pela producao. Essa andlise tem mostrado que o nitrogénio e o potassio sdo os dois elementos
exigidos pelo cafeeiro em maior propor¢do na formagdo dos frutos (VALARINI;
BATAGLIA, 2005).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a remobilizagdo de macronutrientes (N, P
e K), niquel, amido, aminodcidos totais, a¢ticar redutor e proteinas soluveis de folhas e frutos

em caf¢ arabica durante o crescimento e expansao dos frutos de café.

3.2 Revisdo Bibliogréfica
Em trabalhos realizados por (CATANI; MORAES, 1958; CATANI et al., 1965),
constata-se que o nitrogénio, potassio e calcio sdo absorvidos intensamente com o aumento da

idade do cafeeiro, enquanto o fosforo e o magnésio sdo absorvidos de modo menos
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pronunciado. Os autores observaram, entre dois ¢ meio e trés e meio anos de idade, as
exigéncias minerais da cultura duplicavam, devendo-se quase exclusivamente ao inicio de
producao de graos.

Durante a formagdo do fruto ha um decréscimo na concentragdo foliar dos principais
macronutrientes, tornando evidente que qualquer interpretagdo dos teores de nutrientes
encontrados pela analise foliar deve levar em consideracao a época de amostragem (CATANI
etal., 1967; GALLO et al., 1970; HIROCE, 1981).

Quando a folha do cafeeiro termina sua expansdo, passa a ser potencial exportadora de
nutrientes. De acordo com Calbo (1989), a degradacdo de compostos celulares resulta na
migragdo de fotoassimilados e elementos minerais moveis, especialmente N e K para drenos
tais como frutos e raizes, resultando até na queda da folha.

Os casos severos de desfolhamento, conhecidos por depauperamento do cafeeiro, de
acordo com Rena et al. (1983), ocorrem devido a excessiva mobilizagdo de nutrientes pelos
frutos, resultado da grande carga e pequena razao folha/fruto, caracteristica da espécie.

Mesmo em ano de baixa producdo a demanda de nutrientes continua, sendo
direcionada principalmente, para o crescimento de ramos plagiotrdpicos e para a formagao de
novos ramos, folhas e raizes que vao substituir o fruto como dreno de carboidratos e

nutrientes (MALAVOLTA et al., 2002).

3.3 Composicao quimica do cafe

Com relagdo a composi¢ao quimica dos graos de café, Rinantonio (1987) verificou
para café arabica uma faixa de teores de 55 a 65,5% de carboidratos, em que 6 a 12,5 %
correspondiam a carboidratos soliveis e 34 a 53% constituem estruturas insolaveis. Os acidos
fenolicos de 8 a 11%; 0,1% de acido acético, propidnico, butirico e valérico; 0,7 a 1,4% de

acido citrico; 0,3% a 0,7% de acido malico; 0,3 a 0,5% de acido quinico; 6,7 a 9,2% a acido
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clorogénico e 1 a 3% de lignina. Os lipideos respondem por 15 a 18%, com 0,2 a 0,3% de
gordura e 7,7 a 17,8% a 6leos, compostos nitrogenados de 11 a 15%, sendo 0,2 a 0,8 % de
aminoacidos, como acido glutdmico, aspartico, asparagina e outros; 8,5 a 12% de proteina;
0,8 a 1,4% de cafeina e 0,6 a 1,2% de trigonelina. Os minerais correspondem a 5,4% com
1,68 a 2,0% de potassio; 0,07 a 0,35% de calcio; 0,16 a 0,31% de magnésio; 0,13 a 0,22% de
fosfato € 0,13% de sulfato.

O amadurecimento dos frutos de café ¢ caracterizado por varios fatores, destacando-se
entre eles o aumento no teor de agticares soluveis em decorréncia da degradagdo do amido
(PIMENTA, 1995). Dentre os agucares do caf¢ predominam os ndo redutores, particularmente
a sacarose, sendo que os redutores se apresentam em pequenas quantidades (MAZZAFERA,
1999). Durante o processo de torragdo do café os agucares redutores principalmente, reagem
com aminoacidos (reagdo de Maillard) dando origem a compostos coloridos desejaveis,
responsaveis pela cor marrom do café. Nestas reacdes sdo produzidos compostos volateis, que
apresentam um grande efeito no aroma do produto final (CHAGAS, 1994).

O teor médio de agucares totais € de 3,6 % para frutos no estadio de maturacao cereja
(LEITE, 1991), mostrando se bem inferiores aos teores obtidos por Navellier (1970) que ¢é de
8,0 %. Segundo o autor as condi¢des climaticas da regido em estudo podem ter acarretado um
menor desdobramento de amido em acgucares, sendo os cafés dessa regido mais ricos em
amido e com menores teores de acgucares quando comparados aos cafés de outros locais. Com
relacdo a acucares redutores foi observado um teor de 0,18% e para redutores de 3,40%, teor

este inferior ao em torno de 5,3% apresentado por Wolfrom et al. (1960).
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3.4 Material e Métodos
O presente experimento em sua fase laboratorial foi conduzida em parte no laboratorio
de bioquimica de plantas do Departamento de Ciéncias Biologicas da Escola Superior de

Agricultura “Luiz de Queiroz”.

3.4.1 Composicéo quimica
Os graos e as folhas foram submetidos a secagem em estufa a 65° C com circulagdo de
ar forgada durante 48 horas. Posteriormente, o material foi moido e preparado para a analise

quimica, conforme metodologia proposta por Malavolta et al. (1997).

3.4.2 Determinacéo de proteina soltvel total (PTS)

Inicialmente 0,5 g de cada amostra seca foram submetidas a uma extragao com 10mL
de acetona gelada sendo em seguida centrifugada a 4000 g durante 5 min. a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado sendo repetida a extragdo mais uma vez, € o precipitado
resultante foi seco em chapa aquecedora a 90° C. Apos a secagem foi adicionado SmL de
NaOH 0,1 N o material foi homogeneizado com bastdao de vidro e agitacdo mecanica por 15
min. e centrifugado a 4000 g durante 10 minutos a 25 °C.

O sobrenadante foi coletado e armazenado em outro tubo, repetiu-se o processo mais
uma vez os sobrenadantes foram combinados e, a mistura foi homogeneizada por 15 min. sob
agitacdo mecanica.

Para a determinagao de proteinas foi utilizado o método de Bradford (1976)
modificado, coletou-se 0,1mL dos extratos obtidos juntamente com 0,ImL de HCI 0,01 N e
0,3 mL de 4gua destilada acrescentando-se 2,5mL do reagente de Bradford, que dao origem a

uma mistura cuja intensidade de coloracdo foi lida em espectrofotometro a 595 nm.
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O teor de proteina das amostras foi calculado tomando-se por base os dados de uma

curva padrao obtida com albumina de soro bovino (BSA).

3.4.3 Determinacdo de aminoacidos totais
3.4.3.1 Obtencédo dos extratos para analise qualitativa de aminoacidos

Baseado na metodologia de Bielinski e Turner (1966) modificada. Em 0,5 g do
material vegetal seco (po), adicionou-se SmL de uma solugdo metanol/agua (1:1) + 3mL de
cloroférmio. O material foi homogeneizado com bastdo de vidro seguido de agitagao
mecanica por 15 minutos, e em seguida centrifugada a 4000 g durante 1 minuto a 4 °C,
coletando-se o sobrenadante e armazenando-o. Ao precipitado foram novamente adicionados
0s mesmos reagentes iniciais seguindo-se 0 mesmo procedimento para a obtengdo do segundo
sobrenadante.

Para a analise dos aminoacidos os dois sobrenadantes foram reunidos ¢ mantidos em
repouso por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos a separagao das fases, tomou-se a fase

superior para a analise.

3.4.3.2 Anélise qualitativa de aminoacidos

Anélise dos extratos obtidos no item anterior foi baseada na metodologia modificada
de Cocking ¢ Yemm (1954) onde 0,ImL foi acrescentado a 4,9mL de agua destilada + 2 mL
de solucdo alcodlica de ninidrina 5% Apo6s a homogeneizacdo mecanica, as amostras foram
submetidas a banho maria a 90 °C durante 15 min. e em seguida resfriadas para leitura
espectrofotometro a 570 nm.

A concentragdo de aminoacidos totais das amostras foi calculada tomando-se por base

os dados de uma curva padrao obtida com Leucina.
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3.5 Determinacéo de carboidratos
3.5.1 Determinacdo de amido
3.5.1.1 Obtencédo do extrato

Inicialmente 0,5 g de cada amostra seca foi submetida a uma extracdo com 2 mL de
uma solugdo cloroférmio/éter (1:1) sendo em seguida centrifugada a 4000 g durante 15
minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado sendo repetida a extracdo mais uma vez. Ao
precipitado resultante da segunda extracdo foi adicionado 2 mL de éter, homogeneizado
mecanicamente ¢ em seguida centrifugado a 4000 g durante 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em chapa aquecedora a 90 °C.

Apds a secagem foi adicionado SmL de NaOH 0,1 N sendo o material homogeneizado
com bastdo de vidro e agitagdo mecanica por 15 min., sendo em seguida incubado em banho
maria a 100 °C durante 15 minutos. Apds o resfriamento as amostras foram centrifugadas a

4000 g durante 15 min. a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para a dosagem de amido.

3.5.1.2 Quantificacdo de amido

Analise dos extratos obtidos no item anterior foi baseada na metodologia modificada
de Allen et al. (1974) e Dubois et al. (1956), onde em 0,2 mL da amostra foi acrescentado 9,8
mL de dgua destilada. Uma aliquota de 1mL das amostras diluidas foram acrescidas de 0,5mL
de uma solugdo de fenol 5% + 2,5mL de é4cido sulfurico concentrado (H,SO4) colocado
diretamente sobre as mesmas. A mistura ficou em repouso por 10 min., sendo homogeneizada
mecanicamente por 15 minutos, em seguida as amostras foram submetidas a banho-maria 30
°C durante 25 minutos, apds resfriamento as amostras foram lidas no espectrofotometro a 485
nm.

A concentragdo de amido das amostras foi calculada tomando-se por base os dados de

uma curva padrao obtida com amido soluvel.
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3.5.1.3 Determinacdo de acucares redutores

A andlise foi baseada na metodologia modificada de Nelson (1944). Para cada
tratamento foram analisados 0,1 g das amostras. A esse material foi adicionado agua destilada
até completar 5 mL, sendo em seguida aquecido em banho-maria a 60 °C por 30 minutos.

O material foi filtrado em papel filtro Whatman n° 3, e as amostras foram diluidas na
proporgao de 0,1 mL de amostra/ 4,9 mL de agua destilada. Em seguida a 1mL das amostras
foram adicionados 1mL de agua destilada + 1mL da solugdo de Somoghy, aquecendo-se em agua
fervente por 10 min e resfriada, logo apds acrescentou-se 1 mL da solugdo de Nelson + 7 mL de
agua destilada. A intensidade de coloracdo foi lida em espectrofotdmetro a 450 nm, contra branco
contendo 1 mL de dgua destilada + 1 mL da solu¢do de Somoghy, submetidos a fervura por 10
minutos, resfriadas e acrescentado mais 1 mL da solugdo de Nelson + 7 mL de agua destilada.

A concentragdo de agucares redutores das amostras foi calculada tomando-se por base os

dados de uma curva padrao obtida com glicose.

3.6 Resultados e discussao

3.6.1 Teores de NPK e Ni em folhas e frutos

O teor foliar de N, aminodcidos totais, agucar redutor e proteina soluvel apresentaram
resposta linear e positiva em funcdo da dose de N, em todas as épocas avaliadas (Tabela 1). O
nitrogénio por participar da composi¢ao dos aminoacidos, desempenha efeito direto no
conteudo de proteinas conforme aumento no fornecimento doses de adubagdo nitrogenada
(MARSCHNER, 1995).

As plantas de café submetidas ao tratamento Ty (sem N) durante trés anos agricolas,
apresentaram teores foliares muito abaixo dos valores padrdes para cafeeiro em producao (15

g kg™), os quais variam de 26 a 32 gkg' (MALAVOLTA et al., 1997). Para coletas ao longo
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do ano, os resultados obtidos pelo presente estudo corroboram com os dados ja apresentados
por Valarini e Bataglia (2005).

Os teores de nitrogénio nas folhas de ramos com frutos de café apresentam valores
decrescentes de acordo com as épocas de amostragens (Figura 1). Corroborando resultados
obtidos por Catani ¢ Moraes (1958), em que as folhas de cafeeiro apresentaram tendéncia de
aumento na concentragdo de nitrogénio em janeiro e decréscimo em julho.

A concentragdo de nitrogénio nos frutos aumenta linearmente com as doses de
nitrogénio (Figura 2) em todas as fases fenoldgicas dos frutos. Durante a formagdo do fruto,
os aminoacidos derivados da senescéncia foliar sdo reutilizados para o enchimento do grao,
principalmente na formacdo de compostos nitrogenados no endosperma. Plantas com
deficiéncia de nitrogé€nio apresentam maiores teores do elemento na fase cereja, enquanto que
plantas suplementadas com altas doses de nitrogénio apresentam maiores concentragdes do
elemento na fase verde (Figura 2).

Os teores foliares de fosforo durante a fase reprodutiva do cafeeiro apresentaram um
leve aumento (Figura 1) principalmente em plantas que apresentavam deficiéncia de
nitrogénio. Valarini e Bataglia (2005) observaram diminui¢ao do teor de fosforo ao longo dos
meses, de maneira mais acentuada entre fevereiro a maio, periodo em que a redistribuicao
provavelmente ¢ direcionada para a maturagdo do fruto.

O cafeeiro exige teores relativamente pequenos de fosforo tanto para o crescimento
quanto para a formagao dos frutos. Sua absorcdo segue a mesma tendéncia observada para
nitrogénio, com pequenas variagdes sazonais (Figura 1) do seu teor conforme as alteragdes
climaticas e o periodo de desenvolvimento da cultura Malavolta (2006).

Comparando-se os teores de fosforo foliar com os valores padrdes (1,2 a 2,0 g.kg™) de

acordo com Malavolta et al. (1997), verifica-se que os valores obtidos no presente trabalho
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sao inferiores (Tabela 1), devido ao baixo teor de fosforo disponivel no solo durante a
realizacdo do experimento.

Frutos de café na fase verde apresentam menores teores de fosforo independentemente
dos tratamentos (Figura 2), enquanto que na fase cereja os valores sdo maiores.

A variagao do teor foliar de potassio durante o desenvolvimento dos frutos foi
diferente entre os tratamentos (Figura 1). Em plantas deficientes em nitrogénio (Ty), houve
tendéncia de diminui¢do, apresentando maior valor em janeiro ¢ menores teores de potassio
em junho. Nos tratamentos T; e T, houve tendéncia de maiores valores entre maio a junho,
nao corroborando os dados de (CATANI; MORAES, 1958), os quais verificaram maiores
valores de potassio em janeiro e menores em julho, como também foi observado por (SOUZA
etal., 1975).

Comparando-se os teores foliares de potassio nas amostras com os valores padrdes (18
a 25 gkg") conforme Malavolta et al. (1997), observa-se que os valores obtidos estdo abaixo
dos teores adequados para a cultura, porém ha uma tendéncia de remobilizagao para os graos
(Figura 2). Plantas deficientes em nitrogénio, apresentaram frutos com maior teor de potassio
nas fases verde e cereja (Figura 2), o que provavelmente explica a diminui¢do dos teores
foliares (Figura 1).

Provavelmente as diminui¢des no teor de nitrogénio e potassio das folhas, de janeiro a
maio, tiveram como dreno principal a formacdo dos frutos, neste caso poderia estar
acontecendo um suprimento continuo via solo, remobilizacdo das folhas mais velhas, ou

provavelmente os dois processos simultaneamente.
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Tabela 1 - Teor de N, P, K (g kg™"), amido (mg g™"), aminoécidos totais (mg g™), agticar total (mg g™') e proteina
solavel (mg g™') em folhas de café

T T, T, R? Equacéo

N 15,66 314 333 0,83 y=17,967 + 0,0588x
P 0,73 0,78 0,76 ns Ns
K 14,25 11,99 12,78 ns Ns

Jan  Amido 14,1 16,2 15,8 ns Ns
Aminoacidos totais 8,90 9,80 15,60 0,85 y =8,0833 + 0,0223x
Acucar redutor 40 61 75 0,98 y=0,1167x + 41,167
Proteina soluvel 0,62 5,66 6,52 0,86 y=1,3157+0,0197x
N 14,7 30,03 32,71 0,86 y=16,81 + 0,06x
P 0,73 0,78 0,76 ns Ns
K 14,25 11,99 12,78  ns Ns

Fev  Amido 13,7 15,8 15,2 ns Ns
Aminoacidos totais 8,69 9,27 1495 0,82 y =7,8361 + 0,0209x
Acucar redutor 35 56 71 0,99 y=0,12x + 36
Proteina soluvel 0,53 4,92 5,92 0,88 y=1,0921+ 0,018x
N 15,80 2548 30,59 0,97 y =16,562 + 0,0493x
P 0,79 0,80 0,79 ns Ns
K 13,76 10,42 12,68 ns Ns

Mar Amido 16,9 13,2 11,7 ns Ns
Aminoacidos totais 4,88 9,00 15,17 0,98 y =4,5374 + 0,0343x
Acucar redutor 33 55 70 0,98 y=0,1233x + 34,167
Proteina soluavel 0,42 4,11 5,55 0,94 y=0,7944 + 0,0171x
N 14,86 25,01 31,27 0,98 y = 15,508 + 0,0547x
P 0,81 0,79 0,76 ns Ns
K 12,48 11,70 13,76  ns Ns

Abr Amido 18,0 12,5 14,6 ns Ns
Aminoacidos totais 7,37 8,06 11,47 0,88 y=6,9145+0,0137x
Acucar redutor 30 50 65 0,99 y=0,1167x + 30,833
Proteina soltavel 0,33 3,22 3,95 0,89 y=0,6927 +0,0121x
N 18,83 28,00 31,20 0,93 y=19,825 + 0,0412x
P 0,80 0,80 0,78 ns Ns
K 11,30 12,48 13,27 ns Ns

Mai  Amido 14,9 14,4 14,5 ns Ns
Aminoacidos totais 7,06 12,97 13,24 0,78 y =7,9976 + 0,0206x
Acucar redutor 28 45 50 0,90 y=0,0733x + 30
Proteina soluvel 0,30 2,33 2,86 0,89 y = 0,549 + 0,0086x
N 14,68 2490 27,09 0,88 y=16,018 + 0,0414x
P 0,82 0,77 0,76 ns Ns
K 11,60 12,29 14,74  ns Ns

Jun  Amido 14,2 12,7 13,5 ns ns
Aminoacidos totais 5,12 8,23 8,75 0,85 y=5,5533 +0,0121x
Acucar redutor 22 40 48 0,95 y =0,0867x + 23,667

Proteina soluvel 0,27 2,21 2,43 0,82 y = 0,555+ 0,0072x
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Figura 1 - Teor foliar de N, P, K e Ni durante o desenvolvimento dos frutos de café em relagdo a doses de
nitrogénio (0 testemunha, m 150 kg ha” ¢ A300 kg ha™)

As doses de N ndo alteraram significativamente os teores foliares de Ni (Figura 1),
entretanto para este nutriente houve um aumento continuo nos teores foliares, em relagdo as
épocas de avaliagdes. O maior teor foi encontrado em maio (11 mg g"), época em que os
frutos estavam na fase passa. Os teores foliares de Ni estdo acima dos observados por
Malavolta et al. (2006) em cafeeiro, que variou de 0,5 a 5 mg g"'. Segundo Pavan e Binghan

(1982), os teores foliares de Ni acima de 35 mg g' sdo considerados toxicos para o cafeeiro.
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O maior teor de Ni nos graos ocorre na fase passa (Figura 02), enquanto em plantas
deficientes em nitrogénio (testemunha), o teor de Ni ndo variou significativamente entre os
estadios verde, cereja e passa. Nas plantas nutridas adequadamente em N o teor de Ni nos
frutos passa foi significativamente superior aos teores determinados nas fases cereja e verde.
A mobilidade do Ni no floema ¢ alta, portanto na senescéncia até 70% do Ni acumulado na
parte aérea pode se deslocar para a semente Malavolta (2006). O Ni ¢é prontamente
transportado para os o6rgdos reprodutivos pela seiva do floema e podem ser acumulados nas
sementes ¢ graos, orgdos dependentes do transporte de seiva para acimulo desse elemento
(WELCH, 1995). O maior acumulo de Ni nos frutos passa, pode ter coincidido com a época

de amostragem (maio), periodo em que houve o maior acumulo de Ni nas folhas do cafeeiro.

3.6.2 Degradacado de compostos durante senescéncia foliar

A degradacdo do contetdo de amido, aminoacidos totais, aglicar redutor e proteina
soluvel nas folhas durante o desenvolvimento dos frutos do cafeeiro em relagdo a adubacao
nitrogenada estdo apresentados na Figura 3. O nitrogénio absorvido pelas plantas combina
com cadeias carbonicas e formam aminoacidos, que resultam em proteinas armazenadas nos
tecidos vegetais. Por ocasido da fase de enchimento de grdos essas reservas sdo quebradas,
translocadas e armazenadas nesses Orgdos na forma de proteinas e aminoacidos
(MARSCHNER, 1995).

Durante o crescimento e expansdo dos frutos de café, as folhas a partir de fevereiro
entram em senescéncia, apresentando um aspecto amarelado. A senescéncia ¢ caracterizada
pela transi¢do do metabolismo da assimilagdo para a remobilizagdo do nitrogénio (PEOPLES;
DALLING, 1988).

Em todos os tratamentos, o teor de proteina soluvel foliar diminuiu drasticamente

durante o periodo avaliado (Figura 3). A medida que os frutos desenvolviam, as folhas
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entraram em senescéncia, o que provavelmente explicaria a diminuicdo do conteudo de
proteina soluvel, N foliar e clorofila, pois as mesmas sdo dependentes de N em suas
estruturas.

O teor de aminoacidos totais também decresce durante a senescéncia foliar, porém nao
na mesma propor¢do em relacdo as proteinas (Figura 3). O actimulo de aminoacidos
normalmente ndo ¢ observado durante a senescéncia, o que indica que o floema ¢ uma via
eficiente para a remobilizagdo de compostos. O acumulo de aminoacido pelas folhas pode
ocorrer devido a diversos fatores, sendo o principal a maturacdo dos frutos ou estresse
(PEOPLES; DALLING, 1988). De acordo com os dados da Figura 3, verifica-se uma
diminui¢do do teor de aminoacidos até abril, seguido de acréscimo durante o més de maio.
Provavelmente, esse acuimulo de aminoacidos nas folhas em todos os tratamentos foi devido
ao estresse hidrico ocorrido no referido més (maio), seguido de decréscimo em junho.

O teor de amido nas folhas ¢ diferente entre os tratamentos durante o crescimento e
expansao dos frutos (Figura 3). Em plantas deficientes em nitrogénio, o teor de amido foliar
aumenta a partir de fevereiro, enquanto nos tratamentos T; e T, diminuem. O aumento no teor
de amido foliar em plantas deficientes em nitrogénio, no presente experimento, corrobora com
resultados obtidos por Malavolta et al. (2004), os quais verificaram aumento na quantidade
nos graos de amido nas folhas de algoddo submetido a deficiéncia nitrogenada. A variacao
sazonal desses teores foi bastante similar em todas as plantas, independentemente do
tratamento (0, 150 e 300 kg ha™ N). Por outro lado, esses teores de amido foram inversamente
proporcional com a produtividade, com maior teor no Ty, tratamento em que as plantas
apresentaram a menor produtividade. Alguns autores associam a reducdo dos teores de amido
na planta com a formagdo de frutos e com a seca de ramos (PATEL, 1970; CARVALHO et
al., 1993), porém os autores concluem que o teor de amido ndo ¢ um bom parametro para

estimar o vigor e produtividade de plantas de café. Supde-se que a caréncia de carboidratos



71

seja uma das principais causas. Contudo, parece que a redugdo do teor de amido, nas folhas ou

nos ramos frutiferos, ndo estd associada a formacdo dos frutos, pois esses teores variam

semelhantemente nas plantas com frutos ou sem frutos (CARVALHO et al., 1993).
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Figura 2 - Teor de N, P e K dos frutos de café em diferentes fases fenologicas em relagdo a doses de nitrogénio
(testemunha, 150 kg ha™ e 300 kg ha™)

Provavelmente as diminuigdes no teor de nitrogénio e potassio das folhas, de janeiro a

maio, tiveram como dreno principal a formacdo dos frutos, neste caso poderia estar
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acontecendo um suprimento continuo via solo, remobilizagdo das folhas mais velhas, ou

provavelmente os dois processos simultaneamente.
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Figura 3 - Teor foliar de amido, aminoacidos totais, agticar redutor e proteina solivel durante o desenvolvimento
dos frutos de café em relagdo a doses de nitrogénio (¢ testemunha, m 150 kg ha™ e A300 kg ha™)

3.6.3 Composicéo quimica de graos
Os resultados obtidos para agucares redutores, aminoacidos totais, proteina e amido no

grao estao apresentados na Figura 4.
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Houve diferenca significativa entre as amostras dos diferentes estadios de maturacao e
em niveis de nitrogénio. Os teores mais elevados de agucar redutor foram verificados
significativamente em frutos colhidos cereja, valores intermediarios para o fruto passa e
menores teores nos frutos verdes. Nas plantas deficientes de N os graos apresentaram maior
teor de acucar redutor na fase verde. Estes resultados corroboram com estudos realizados por
Pimenta (1995), porém o autor estudou apenas a variacdo sazonal do agucar redutor em
diferentes estadios de maturacao.

A medida que a maturagdo intensifica, h4 um aumento gradativo nos teores de
acucares redutores nos frutos, atingindo valores maximos na fase cereja. Quando estes frutos
secam na propria planta e perdem sua mucilagem, rica em carboidratos, os teores destes
acucares diminuem. Esta diminui¢do nos agucares pode ser atribuida a um inicio de
senescéncia dos frutos no quais os agucares sdo transformados pela via anaerdbica com
produgdo de alcool e acidos Pimenta (1995).

Os teores de agucar redutor em cada tratamento para os diferentes estadios de
maturacgdo (Figura 04), estdo acima da faixa estabelecida por Tango (1971) e Njoroge (1987)
que é entre 0 a 5 mg g para cafés provenientes de mistura de frutos derrigados. Os teores
encontrados nos grios colhidos no estadio cereja estio acima de 5 mg g’ encontrado por
Pimenta (1995) e de 1,8 mg g obtido por Leite (1991), para cafés colhidos no mesmo estadio
na regido de Lavras-MG. Pode-se atribuir tais diferencas as variagdes climaticas entre anos
Pimenta (1995), visto serem os experimentos realizados em épocas e regides diferentes.

Ha variacao temporal e espacial no uso de reservas e na producdo de carboidratos no
metabolismo da copa, caules, raizes e estruturas de reservas. O transporte de carboidratos
apresenta variagcdes na direcdo do dreno preferencial. A taxa de importagdo de carboidratos,
por um dreno especifico, pode ser alterada por mudancgas na for¢a dreno ou por competigdo

entre drenos. Em plantas cultivadas produtoras de graos, as folhas mais proximas ao solo
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abastecem o sistema radicular e as mais proximas ao apice suprem os meristemas da parte

aérea (LARCHER, 2000). Plantas superiores acumulam carboidrato ndo estrutural durante

periodos de excesso de produgdo e gastam estas reservas quando as taxas de utilizagdo

excedem a de producdo (KOZLOWSKI, 1992).
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3.6.4 Produtividade de cafeeiro

A Figura 5 refere-se a produtividade em sacas por hectare no ano agricola 2006/07
quando foi realizada a pesquisa. A produtividade das plantas do tratamento 300 kg ha™ foi
praticamente o triplo da produtividade das plantas de 150 kg ha™'. Os resultados corroboram
estudos realizados por (COSTA, 2006; FENILLI, 2006), o que evidencia a importancia do

fertilizante na produtividade do cafeeiro.

y =0,0003xX + 0,0099x + 4,746
25,00 + R2 =0.99
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Figura 5 - Média da produtividade de cafeeiro em fung@o de doses de N
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3.7 Conclusdes

O teor de aminodacidos totais foi maior no estadio cereja independentemente das doses
de N.

O teor de amido e agucar redutor nos graos foram superiores no estadio cereja,
independentemente da dose de N.

O teor de proteina soluvel total foi superior no estadio de fruto passa, com resposta
linear e positiva a dose de N.

Em plantas com teor adequado de N o teor de Ni cresceu na seguinte ordem: fruto
verde, cereja e passa.

Os teores foliares de N, K, actcar redutor, aminoacidos totais e proteina soluvel

diminuiram durante o desenvolvimento dos frutos, enquanto o teor foliar de Ni aumentou.
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