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RESUMO

KHOURI, Camila Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2007. Atividade da redutase do nitrato, teores de nitrogénio e de
carboidratos em cafeeiro influenciados pelo sombreamento e estadio
fenolégico. Orientador: Paulo Roberto Gomes Pereira. Co-orientadores:
Ricardo Henrique Silva Santos e Roberto de Aquino Leite.

Objetivou-se, avaliar a atividade da enzima redutase do nitrato, os teores
de nitrogénio e de carboidratos em folhas de cafeeiro ardbico sob diferentes
niveis de sombreamento e posicdo na planta, durante as fases de
desenvolvimento do fruto. O experimento foi conduzido em blocos casualizados
no esquema de parcelas sub-subdivididas, com trés repeticées. As parcelas
foram constituidas pelos niveis de sombreamento (0%, 16%, 32% e 48%), as
subparcelas por trés posicoes de amostragem na planta e a sub-subparcela por
seis estadios de desenvolvimento do fruto. Foram coletadas amostras do 3° e
4° par de folhas de ramos situados em trés diferentes posicdes (apice, terco
médio e base) do cafeeiro. Em cada posi¢éao foram coletadas folhas nos pontos
cardeais (N, S, L, E) de cada planta. Aos 12 (chumbinho), 69 (expansao
rapida), 98 (expansado rapida), 137 (granacado), 169 (granacdo) e 199
(maturacdo) dias ap6s antese, foram determinados: atividade da redutase do
nitrato (RN); teores de nitrato (NOj3’), nitrogénio organico (NORG), nitrogénio
total (NT); teores de amido (AM), acucares redutores (AR), ndo redutores
(ANR) e soluvel total (AST). Em geral, o &pice do cafeeiro apresentou os
menores teores de NO3™ na fase de granacado e maturacédo do fruto. Os teores
de NOs; em folhas de café foram maiores nas plantas a 48% de
sombreamento, no estadio de maturacdo do fruto. Ao longo do
desenvolvimento do fruto, independentemente do sombreamento estudado, a
atividade da RN foi menor no estadio de maturagcéo do fruto. Os teores NORG
e NT, nas folhas do apice, foram maiores no estadio de expansao rapida do
fruto. Os teores de carboidratos em folhas de cafeeiro aumentaram com o
desenvolvimento do fruto, cujo teor de AM foi maior nas plantas a pleno sol, e
os teores de ANR e AST foram maiores nas plantas a 48% de sombreamento.

Os resultados sugerem que o sombreamento influencia ndo sé a fotossintese,
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mas também o metabolismo do nitrogénio. Assim sendo, espera-se diferentes

respostas ao sombreamento em diferentes disponibilidades de nitrogénio.
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ABSTRACT

KHOURI, Camila Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May
2007. Nitrate reductase activity, contents of nitrogen and
carbohydrates in coffee plant influenced by the shading and
phenology phase. Adviser: Paulo Roberto Gomes Pereira. Co-advisers:
Ricardo Henrique Silva Santos and Roberto de Aquino Leite.

The objective was to evaluate the activity of the enzyme reductase of
nitrate, contents of nitrogen and carbohydrates in leaves of Arabian coffee plant
under different levels of shading and position over the plant, during the phases
of development of the fruit. The experiment was lead in fortuitous block-type in
the project of subdivided parts, with three repetitions. The parts were
constituted by the levels of shading (0%, 16%, 32% and 48%), the subparts for
three positions of sampling over the plant and the subpart for six phases of
development of the fruit. Samples of 3" and 4™ pair of situated branch leaves in
three different positions (apex, 3 medium and base) of the coffee plant were
collected. In each position, leaves were collected in the cardinal points (N, S, W,
E) of each plant. To the 12 (post-flowering), 69 (fast expansion), 98 (fast
expansion), 137 (seed-filling), 169 (seed-filling) and 199 (maturation) days after
anthesis, were determined: activity of nitrate reductase (NR); nitrate contents
(NOg3), organic nitrogen (ON), total nitrogen (TN); starch contents (SC),
reducing sugars (RS), non-reducing (NRS) and total soluble sugar (TSS). In
general, the apex of the coffee plant presented lesser contents of NOjs™ in the
seed-filling and maturation phase of the fruit. The contents of NOs™ in coffee
leaves were higher in the plants with 48% of shading, during the fruit maturation
stage. During the fruit development, independently of the studied shading, the
activity of the RN was lesser in the fruit maturation stage. The contents ON and
TN, in leaves of the apex, were higher in the stage of fast expansion of the fruit.
The carbohydrate contents in coffee plant leaves had increased with the
development of the fruit, which SC content was higher in the plants under the
full sun, and NRS and TSS contents were higher in the plants under 48% of

shading. The results suggest that the shading not only influences the
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photosynthesis, but also the metabolism of nitrogen. Nevertheless, one expects
different answers to the shading in different nitrogen availabilities.



1. INTRODUGAO

O cafeeiro arabico é cultivado na maioria dos paises da América Latina.
Ele responde por cerca de 70% do café consumido no mundo, em razdo da
bebida de qualidade superior que proporciona. O café é um dos principais
produtos agricolas do mundo, gerando cerca de US$ 12 bilhdes por ano no
comércio de café limpo beneficiado, no qual, o Brasil fornece cerca de 30%,
tendo produzido na safra de 2005/06, 42,5 milhdes de sacas de 60 Kg
beneficiadas (CONAB, 2007).

O cafeeiro é uma planta nativa dos sub-bosques das floretas tropicais da
Etiépia e Sul do Sudao, localizados em altitudes de 1600 a 2000 m, entre as
latitudes de 6°N a 10°N. O clima dessa regido € ameno e Umido, com uma
estacdo seca de dois a quatro meses. As temperaturas médias variam de 17°C
a 19°C no més mais frio e de 22°C a 26°C no més mais quente.

Considerando-se o seu local de origem, o cafeeiro apresenta elevada
tolerancia a sombra e sua sobrevivéncia pode ser prejudicada pelo excesso de
luminosidade e temperaturas elevadas. A adaptacdo do cafeeiro a sua regiao
de origem exigiu um balancgo entre a frutificacdo e a manutengao e crescimento
da planta. Assim, a estratégia de perpetuacdo do cafeeiro em seu ambiente
natural se alicerga mais na sua capacidade de se manter com quantidades
extremamente baixas de luz, do que de produzir um grande numero de
sementes. Contudo, do ponto de vista comercial, o objetivo do produtor de café
€ a producao de graos, de modo que o sombreamento precisa ser dosado para
que a producao nao seja afetada e nem a propria planta tenha prejuizos.

A manutencdo de grande numero de frutos, em plantas a pleno sol,
implica exigéncia nutricional e energética para o cafeeiro, fazendo com que um
ciclo de alta producao seja seguido de outro de baixa producédo. Nos cafeeiros
sombreados, observam-se colheitas mais estaveis ao longo do tempo pela



reducao da flutuacéo bienal da producéo, permitindo o aumento da longevidade
das plantas, junto com menor exigéncia de fertilizantes, especialmente
nitrogenados, para uma mesma quantidade de café produzido.

O nitrogénio (N) é o elemento exigido em maiores quantidades pelo
cafeeiro, e sua exigéncia aumenta com a idade da planta especialmente com
inicio da producdo do gréo, aproximadamente aos dois anos de idade. O
fornecimento adequado de N promove rpido crescimento vegetal,
especialmente por meio do aumento no numero de pares de folhas e ramos
plagiotrépicos por planta, nimero de nés por ramos, e numero de frutos e flores
por nd, 0s quais estdo associados com a maior producao de café. Em adicao, o
N é um fator decisivo para protecao de plantas de café contra a fotoinibicao da
fotossintese quando as plantas sdo expostas a alta irradiancia, uma vez que
promove o reforco do mecanismo protetor. Este fato, em parte, explicaria a alta
demanda por nitrogénio em plantios a pleno sol, ao contrario do que se observa
em sistemas arborizados.

O nitrato (NOg3) absorvido pelas raizes deve ser reduzido a aménio
antes de ser assimilado em compostos organicos no sistema radicular e/ou
parte area. A enzima redutase do nitrato (RN) é considerada enzima chave na
regulacao da disponibilidade de N reduzido para o metabolismo das plantas. A
menor exigéncia de N em ambiente sombreado pode ser explicada pela maior
atividade da redutase do nitrato sob menor luminosidade, visto que o cafeeiro é
uma planta C3 com maximo de fotossintese sob luz difusa.

A luz, o NOs e os carboidratos interferem na RN em nivel de
transcricao e traducao. A RN é uma enzima passivel de inducao pelo substrato
(NO3). Evidéncias indicam que a influéncia da luz pode ser devido a um efeito
geral na sintese de proteinas e ndo diretamente na RN.

A quantidade de carboidratos, a luminosidade disponivel e outros
fatores ambientais, ativam a fosfatase, enzima responsavel pela
desfosforilacdo de varios residuos de serina na proteina da RN e, com isso,
favorece a agédo enzimatica da RN. A falta de luz e de magnésio estimulam a
fosforilacdo dos residuos de serina os quais interagem com uma proteina
inibidora, resultando na desativacdo da RN.

Apesar da importancia da nutricdo nitrogenada para o
desenvolvimento, aclimatagéo e produtividade de plantas de café, sdo poucos
os trabalhos sobre o metabolismo do nitrogénio nesta espécie. Alguns estudos



tém sido feitos no sentido de explicar o efeito da luz na atividade da redutase
do nitrato em plantas de café. Entretanto, ha caréncia de conhecimento basico
sobre a influéncia do sombreamento sobre processos fisioloégicos responsaveis
pela assimilacao de nitrogénio.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade da enzima
redutase do nitrato, os teores de nitrogénio e de carboidratos em folhas de
cafeeiro arabico sob diferentes niveis de sombreamento e posicao na planta,
durante as fases de desenvolvimento do fruto.



2. REVISAO DE LITERATURA

Durante a fase reprodutiva do cafeeiro, o fruto passa por quatro
estadios de desenvolvimento (Camargo e Camargo, 2001; Laviola, 2004). O
primeiro estadio apresenta pequeno acumulo de matéria seca, sendo
denominado de chumbinho. O segundo estadio, inicia-se com rapido aumento
no conteddo de matéria seca nos frutos, conhecido como expansao rapida, no
qual se observa um rapido aumento do tamanho dos frutos promovido mais
efetivamente por expansédo celular. Neste estadio, o0 aumento do acumulo de
matéria seca ocorre, principalmente, por deposicao de substancias de parede
celular como celulose, hemiceluloses e pectinas. No terceiro estadio, ocorre
paralisacdo no acumulo de matéria seca no fruto, denominado de crescimento
suspenso. No quarto e ultimo estadio, estdo incluidas as fases de granacao e
maturacdo. Neste estadio, o acumulo de matéria seca pelos frutos ocorre,
principalmente, por deposicao de matérias de reserva.

De acordo com Laviola (2004), em Vicosa, MG, os estadios de
chumbinho, expansao rapida e crescimento suspenso, tem duragéo de 42, 63 e
28 dias, respectivamente. Os estadios de granacdo e maturacao, tem duracao
de 91 dias.

De acordo com Cannell (1985) nas plantas de café existe intima
relacdo entre o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo. Deve existir um
equilibrio entre estes, uma vez que grande alocacdo de fotoassimilados e
nutrientes nos graos freqiientemente levam a forte reducdo do crescimento
vegetativo, inclusive com morte de ramos e ponteiros, reduzindo
obrigatoriamente a safra do ano seguinte.

Jaramillo-Botero (2003), estudando quatro niveis de sombreamento (0,
16, 32 e 48%), observou que as plantas sombreadas apresentam o mesmo

comportamento sazonal no crescimento do que o relatado em plantas a pleno



sol, para regiao de Vigosa. O comportamento produtivo dos cafeeiros sob
sombra € muito variado, dependendo do local onde é desenvolvida a cultura,
do cultivar utilizado e do manejo agrondmico que se da ao sistema (Mello e
Guimaraes, 2000).

Em condicbes ambientais adequadas e com utilizacdo intensiva de
insumos, plantios a pleno sol usualmente sobrepdem-se, em termos de
produtividade, aos arborizados. De acordo com Da Matta e Rena (2002) trés
fatores podem concorrer, pelo menos teoricamente, para reducédo da produgao,
na medida em que se aumenta a extensdo da arborizagdo: menor assimilacao
de carbono da planta inteira, sob condi¢gdes de arborizacdo excessiva; maior
estimulo a emissdo de gemas vegetativas em detrimento das gemas florais; e
reducao do nimero de nés produzidos por ramo.

O sombreamento pode reduzir sensivelmente as variagdes bienais da
producéo de café. Segundo Cannel (1985) o cafeeiro produz poucas flores em
seu ambiente nativo sombreado e, portanto, ndo desenvolveu, ao longo de sua
evolucdo, mecanismos para manter sua carga de frutos balanceada com a
disponibilidade de carboidratos e de minerais. Assim nos cafeeiros a pleno sol,
a superproducdao pode levar a exaustdo das reservas da planta,
comprometendo fortemente o crescimento e a producao do ano seguinte. Em
termos ideais, 0 emprego da arborizacdo, ao permitir a reducdo da emissao de
botées florais, deve concorrer para minimizar as flutuacbes bienais da
producéo, evitando superproducdes e atenuando o depauperamento da planta,
permitindo-lhes producdes satisfatorias por mais tempo (DaMatta, 2004).

O sombreamento afeta ndo somente a irradiancia ao longo do dossel,
mas, também, a temperatura do solo e do ar, a umidade relativa e a velocidade
dos ventos. Portanto, a arborizacdo deve afetar mais pronunciadamente, a
economia hidrica e a fotossintese, com reflexos sobre o crescimento e a
producdo, em adicdo aos efeitos da luz na diferenciacdo das gemas
vegetativas e reprodutivas (DaMatta, 2004).

Gutiérrez e Meinzer (1994) observaram maior fotossintese liquida nas
folhas expostas do terco superior da copa (apice) em relacdo as folhas
sombreadas do terco médio, observando-se o inverso para a condutincia
estomatica. Esses resultados indicam que a fotossintese liquida de folhas
sombreadas seria limitada pela baixa disponibilidade de luz e n&o pela
condutancia estomatica. No entanto, Carelli et al. (1999) ndo observaram



diferencas entre a fotossintese liquida e condutancia estomatica entre plantas
de café arabica e canéfora a pleno sol ou sob 50% de sombreamento artificial,
mas tanto a fotossintese liquida como condutancia estomética decresceram
substancialmente em ambas as espécies sob 80% de sombreamento. Porém,
conforme Maestri e Barros (1997) a taxa de assimilatéria liquida €, usualmente
maior em plantas ao sol que a sombra. Em alguns casos, em que essa taxa é
inicialmente maior a sombra, um comportamento oposto pode ser observado,
na medida em que as plantas crescem e o auto-sombreamento aumenta,
sugerindo limitagdes da irradiancia.

Em sistemas arborizados, nas horas mais quentes do dia, maior
umidade relativa, parece acarretar maior abertura estomatica, especialmente
quando o suprimento hidrico do solo nao for limitante (Tesha e Kumar, 1978). A
arborizagcdo ou a adocado de espacamentos mais adensados, permite um
microclima mais adequado as trocas gasosas, atenuando os efeitos adversos
da demanda evaporativa da atmosfera, resultando em incrementos na
eficiéncia do uso da agua (Da Matta, 2004). Conforme Nunes (1988), a
temperatura e a UR, mas nédo a irradidncia, seriam os fatores ambientais mais
importantes envolvidos na regulacédo estomatica do cafeeiro.

Reduc¢des na assimilagdo de CO, observadas em folhas de cafeeiros
sob alta radiacao tém sido associadas com temperaturas foliares entre 25°C e
35°C, as quais provocam decréscimos na condutancia do mesofilo (Kumar e
Tieszen, 1980). A elevada radiagdo nao diminuiu a fotossintese em folhas de
cafeeiros quando a temperatura na camara de assimilacdo de CO, foi mantida
até 25°C (Fahl et al.,1994). Por outro lado, Kumar e Tieszen (1980) observaram
que a fotossintese em plantas sombreadas foi substancialmente maior que
naquelas a pleno sol, com temperatura foliar em torno de 25°C.

Temperaturas foliares de 15°C ou mesmo 20°C acima da temperatura
do ar tém sido registradas em café. Nessa condicao, a temperatura foliar atinge
facilmente valores em torno de, ou superiores a, 40°C. Desse modo, a
fotossintese liquida é reduzida, em funcado de limitacbes estomaticas e do
aumento substancial da respiracéo e da fotorespiracado, além da possibilidade
de ocorréncia de danos diretos a maquinaria fotossintética causados pelas
altas temperaturas (DaMatta, 2004).

Durante o dia, a reducao da temperatura em cultivos sombreados, nos

periodos mais quentes € bem mais pronunciada. A temperatura maxima das



folhas de café em ambiente arborizado com guandu foi de até 10°C menor que
a temperatura das folhas de cafeeiros expostas a pleno sol (Morais et al.,
2003).

Freitas et al., (2003) estudando o efeito de 0, 30, 50, 70% de
sombreamento em cultivares de C. arabica, verificaram que o nivel de
sombreamento de 70% apresentou as maiores taxas de fotossintese,
condutéancia estomatica e transpiragao.

O cafeeiro é cultivado a pleno sol, com producdées economicamente
satisfatorias e, geralmente, maiores que os plantios sob sombra devido a alta
capacidade de aclimatacdo das plantas de café a regimes de irradiancia
diferentes. A capacidade fotossintética de folhas de café, em resposta as
mudancas nos niveis de irradiancia, € positivamente correlacionada com seu
teor de N (Fahl et al., 1994; Carelli et al., 1999; Andrade Neto, 2005). O
processo de aclimatacao é fortemente dependente de N, importante para a
sintese dos componentes do aparato fotossintético (Ramalho et al., 1997,
1998).

Dentre outros fatores, o N aumenta tanto a atividade como a
concentracdo da Rubisco (Ramalho et al., 1999) e a espessura do mesofilo,
isto é, maior volume celular por unidade de area (Fahl et al., 1994). Desse
modo, reduz-se a pressao de excitacao sobre os fotossistemas e, em ultima
analise, reduz-se a probabilidade de ocorréncia de danos fotoinibitorios e
fotooxidativos (DaMatta e Rena, 2002). Além de acarretar aumentos a
capacidade fotossintética, o N pode também reduzir a extensao de fotodanos,
fato possivelmente associado a maior fotoprotegcdo, via aumentos na
dissipacao térmica (em virtude do maior conteldo de xantofilas e carotenos), a
maior expressao do sistema antioxidativo de defesa e a alteragéo na estrutura
membranar, atenuando a ocorréncia de danos celulares, como se observam
em cafeeiros adequadamente supridos com N, mas nao nos deficientes
(Ramalho et al., 1997, 1998, 2000).

Contudo, além da alta habilidade de aclimatacao aos diferentes niveis
de irradiancia, as plantas de café parecem manter caracteristicas genéticas das
espécies adaptadas a sombra, em relagéo a assimilacao do nitrato. A atividade
da redutase do nitrato (RN) em folhas de café, é geralmente maior em plantas
sombreadas parcialmente (50% de luz) do que naquelas a pleno sol (Faleiros
et al., 1975; Carelli et al., 1990; Andrade Netto, 2005).



Para que o NOj3™ possa ser incorporado em estruturas organicas tem
que ser reduzido a aménio (NH,") e assimilado. Segundo Marschner (1995)
para assimilacdo do amoénio existe uma alta demanda por esqueletos
carbdnicos e isto pode ser considerado que ocorre competicao entre a sintese
de sacarose e a sintese de aminoacidos.

A importancia da reducao e assimilacdo do NOj3 para as plantas é
similar a da reducao e assimilacdo do CO, na fotossintese (Marschner, 1995).
A primeira etapa do processo € a reducao do nitrato em nitrito no citoplasma,
sendo esta reagdo catalisada pela enzima redutase do nitrato (RN).
Rapidamente o nitrito é transportado para o interior dos cloroplastos ou
plastideos, e por acdo da enzima redutase do nitrito é reduzido a aménio.

A enzima RN, que recebe elétrons do NADH ou NADPH, é formada por
duas subunidades idénticas com trés grupos prostéticos: flavina adenina
dinucleotideo (FAD), citocromo 557 (Citc) e cofator molibdénio. A redutase do
nitrato desempenha um papel importante no metabolismo dos vegetais, uma
vez que € um dos componentes do sistema responsavel pelo suprimento de
aménio para a sintese dos aminodcidos. Segundo Shankar e Srivastava
(1998), a acao da enzima RN é considerada a etapa essencial no processo de
assimilacao do nitrato. A atividade da RN € um fator limitante no crescimento,
desenvolvimento e sintese de proteinas das plantas (Sagi e Lips, 1998). De
acordo com Srivastava (1980), a atividade desta enzima pode servir como um
indice para se aferir o “status” de N na planta e correlaciona-se muito
frequentemente com crescimento e producéo.

A luz e o teor de NOs sao fatores importantes na inducdo e
manutencdo da atividade da RN nos tecidos vegetais. Segundo Marschner
(1995) a atividade da RN nas folhas e raizes pode ser induzida pela presenca
do substrato (NO3’). Havendo nitrato ocorre um estimulo a sintese de novo da
referida enzima (Hewitt et al., 1976), enquanto que déficit hidrico moderado, da
ordem de -0,8 MPa a —-2,0 MPa, pode reduzir sua producdo em 20%,
chegando a 50% quando a planta sofre um estresse intenso (Hsiao, 1979).
Segundo Crocomo (1985) a menor atividade da RN em plantas sob estresse
hidrico se deve ao decréscimo no fluxo do substrato (NOjs’) por falta de
umidade, principal fator regulador da sintese dessa enzima.

A luz é um dos mais importantes fatores ambientais envolvidos na

regulacao da RN. A luz estimula a sintese de novo, assim como a ativacao da



RN apés a sintese protéica (Lillo, 1994). Como muitas outras enzimas, um
ritmo circadiano na atividade da RN tem sido relatado para varias espécies,
aumentando durante as horas de luz, com o pico em aproximadamente meio
dia, e decrescendo durante o periodo escuro (Carelli et al., 2006).

De acordo com Campbell (1988), a luz nao influencia a expressao
génica para a RN, uma vez que o RNA mensageiro (RNAm) para a RN nao
esta presente em altos teores em plantas crescidas a luz, a menos que o NO3
seja fornecido. Desse modo, a luz ndo é capaz de exercer influéncia nos niveis
de RNAm para a RN, a menos que o NOj ja tenha ativado o gene que codifica
a RN.

Roth et al. (1996) estudando um mutante de milho deficiente em
rubisco, que perdeu a capacidade de processar o ciclo de Calvin, verificaram
menor atividade de RN na presenca de luz e também no escuro, constatando
que a ativacao da RN na presenca de luz depende dos produtos desse ciclo.

Maiores atividade enzimatica podem ocorrer nos tecidos, com um
suprimento adequado de carboidratos (Guerrero et al., 1981). Dessa forma,
carboidratos armazenados aparentemente suprem a energia requerida para a
inducédo e a reducdo do NOjs no escuro (Claussen, 1986; Bachmann et al.,
1995). Intermediarios ou derivados do ciclo de Calvin como, por exemplo,
acucares ou agucar fosfato, sao elos importantes (Huber et al., 1996; Provan e
Lillo, 1999).

A quantidade de carboidratos nos 6rgaos das plantas serve como
indicativo da atividade metabdlica do tecido, essencial para o crescimento do
o6rgao. O estudo do “status” metabdlico, em nivel de teores de hidratos de
carbono, pode ser utilizado como referéncia para se avaliar o estado de
depauperamento da planta (Neto et al., 2006).

Em condi¢cbes normais de ativacdo e na presenca de luz a agdo da RN
seria da ordem de 70% a 90% , reduzindo-se para 10% a 30% no escuro
(Kaizer e Huber, 2001). Estes autores afirmam que a luz ndo é um sinal direto
para a atividade dessa enzima (RN), pois mesmo sob intensa e continua
luminosidade a RN é inativa quando falta CO,, indicando que a fotossintese é
requerida para sua ativacao. Esta constatacao indica que a reducdo do NOj3 é
sensivel a resisténcia estomatica, de maneira que em plantas com estdématos
fechados, como acontece sob deficiéncia hidrica, para impedir a perda de
agua, a taxa fotossintética e a atividade da RN ficam prejudicadas.



Provavelmente, os fotoassimilados exportados para fora do cloroplasto
funcionam como sinalizadores capazes de ativar a RN.

Considerando a necessidade de CO, para a acao da enzima pode-se
admitir, por hipbtese, que as causas que afetam a entrada desse gas, como a
abertura estomatica, variavel com a capacidade da planta de manter a turgidez,
afetaria a eficiéncia da RN. O cafeeiro arabico, em razdo das condicbes
climaticas de sua regiao de origem, pode apresentar menor atividade
enzimatica no periodo luminoso, devido a baixa condutividade hidraulica dessa
espécie, caracteristica de plantas de sub-bosque que se desenvolvem sob
elevada umidade relativa do ar (Andrade Netto, 2005).

De acordo com diversos autores a atividade da RN nas folhas de varias
espécies, aumenta durante as horas de luz e decresce no escuro (Lewis et al.,
1982; Hipkin et al., 1984). Porém, a atividade da RN em folhas de plantas café
jovem diminui continuamente durante o periodo de luz e aumenta durante a
noite (Cordeiro et al., 1984; Alves et al., 1985; Carelli, 1987; Ramalho et al.,
1999).

Fahl e Carelli (1994), estudando o efeito do sombreamento (30, 50 e
100% da luz solar), constataram que o sombreamento excessivo (30% da luz
solar) reduziu o desenvolvimento dos cultivares de C. arabica, mas nao alterou
o desenvolvimento de C. canephora, em relagéo ao cultivo a pleno sol.

Carelli et al. (1990) estudaram o efeito da quantidade de luz (50% e
100%) e o fornecimento de nitrogénio sobre a acdo da enzima RN, bem como o
teor de nitrato e a quantidade de agucares nas folhas de plantas jovens de café
(Coffea arabica L.). Os autores verificaram que a atividade da RN foi menor nas
folhnas de plantas a pleno sol do que nas folhas das plantas com 50% de
sombreamento. A taxa de transpiracdo e os teores de acucares e de NOj3
aumentaram nas plantas expostas ao sol, indicando que a disponibilidade de
substrato (NO3') e energia (carboidrato) ndo sao as Unicas caracteristicas que
limitam a assimilagédo redutiva do N. Este comportamento nao foi, devidamente
explicado diferindo daquele que é observado na maioria das plantas.

Mais recentemente foi observado que a atividade da RN foliar em
plantas crescendo a pleno sol reduziu durante o dia, enquanto das plantas
crescendo sob 50% de sombreamento apresentou atividade da RN superior
durante o periodo luminoso, as 12:00 h (Andrade Netto, 2005), apresentando o
padrao classico observado em outras espécies.

10



Cordeiro et al. (1984) e Alves et al. (1985) verificaram que as plantas
adultas de café tiveram um mecanismo de assimilagcdo do N diferente daquele
das mudas. A atividade da RN das plantas jovens, com 6 meses de idade, foi
maior no escuro do que a pleno sol, o contrario tendo sido observado nas
plantas adultas, com 36 meses de idade.

A influéncia da luz varia nas diferentes cultivares e nas diferentes
etapas do ciclo de vida do cafeeiro. Durante o ciclo reprodutivo ou anual, as
plantas de café usualmente exibem mudancas na absorcao do nitrato (Carvajal
et al., 1969; Cannell and Kimeu, 1971) e na capacidade de assimilacao
(Taleisnik et al., 1980; Carelli et al., 1989), o que tem sido associados com o0s
varios estadios de desenvolvimento de flores e frutos.

Os estudos sobre os fatores que afetam o uso e a distribuicdo de
assimilados em cafeeiro mostraram forte influéncia dos frutos em
desenvolvimento sobre a producgéo e a particdo da matéria seca. No estadio de
expansao rapida, o fruto pode drenar 95% do N (Cannel, 1985),
freqientemente causando deficiéncia de nitrogénio na folha e restringindo
crescimento vegetativo (Amaral et al., 2001). Cannell (1971) observou que a
taxa fotossintética € maior nas plantas com frutos do que naquelas em
florescimento.

Padroes caracteristicos de particio do N nas plantas vasculares
podem ser reconhecidos em funcdo da localizagdo do mais intenso processo
de reducéo do nitrato, da principal forma de translocacdao e armazenamento do
N orgéanico e da intensidade e direcdo do metabolismo de proteinas (Larcher,
2000).

Avaliando plantas adultas de café em solucao nutritiva, Carvajal et al.
(1969) observaram que a taxa de absorcao de NOj3 foi maior antes da antese e
no inicio da maturacao do fruto. No trabalho realizado por Carelli et al. (1989)
que estudaram a assimilagcdo de NO3™ durante o desenvolvimento reprodutivo
de plantas de café, os autores constataram maiores valores de atividade da RN
antes da antese e no final do desenvolvimento do fruto. Estes resultados
indicam que durante o ciclo reprodutivo, as plantas de café usualmente exibem
mudancas na absorcdo do NOj3 (Carvajal et al., 1969; Cannell e Kimeu, 1971)
e na capacidade de assimilagédo (Taleisnik et al., 1980; Carelli et al., 1989).

As fases fenologicas nas quais as plantas de café apresentam maiores
valores de atividade da RN foliar, correspondem aos periodos de alta demanda
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de metabdlitos e nutrientes dos drenos (Taleisnik et al., 1980; Carelli et al.,
1989).

De acordo com Carelli et al. (2006), a absorcao diferencial de NOjz
associada as fases fenoldgicas pode ser um importante fator no controle da
atividade da RN foliar durante o ciclo anual de plantas de café, independente

de variagdes promovidas por condi¢des ambientais sazonais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CARACTERISTICAS EXPERIMENTAIS

O trabalho foi conduzido no ano agricola 2005/2006 na area de
pesquisa “Agronomia Aeroporto” na Universidade Federal de Vigosa, localizada
no municipio de Vigosa (MG) a 20° 45" Sul e 42° 51 Oeste com altitude de 693
m. A regido possui clima subtropical, com temperatura e precipitacdo média
anual de 19°C e 1200 mm, respectivamente.

Os dados foram coletados em plantas da espécie Coffea arabica L. cv.
Catuai Vermelho (CH 2077-2-5-99), cultivadas sob espagamento de 3 x 1 m.
Estas foram plantadas em novembro de 1989, em Latossolo Vermelho-Amarelo
distréfico, com declividade do terreno de 40%, sendo o plantio orientado no
sentido leste-oeste. Em 1998, as plantas foram recepadas.

O experimento foi montado em blocos casualizados no esquema de
parcelas sub-subdivididas, com trés repeticdes. As parcelas foram constituidas
por quatro niveis de sombreamento, as subparcelas por trés posicoes de
amostragem na planta e a sub-subparcela por seis datas de amostragem. O
sombreamento foi fornecido por Sombrite® de diferentes malhas, colocada
tanto nas laterais quanto na parte superior da parcela, a partir de outubro de
2001. Os niveis de sombreamento consistiram de 0, 16, 32 e 48% de bloqueio
da radiacao fotossinteticamente ativa, medida por meio do Ceptdmetro de barra
(Sunfleck ceptometer type CEP, Delta-T Devices Ltd, England). Cada parcela foi
formada por quatro plantas. Todas as parcelas receberam doses de
fertilizantes (200kg/ha ano de N; 150kg/ha ano de K,O; 10kg/ha ano P20s) e
controle fitossanitario conforme praticas agrondmicas usuais recomendadas

para a cultura.
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As amostragens foram realizadas a partir da antese floral (07/11/05).
Realizaram-se coletas periddicas de folhas durante o desenvolvimento
reprodutivo do cafeeiro nos seguintes periodos: 12 (chumbinho), 69 (expansao
rapida), 98 (expansado rapida), 137 (granacado), 169 (granacdo) e 199
(maturacao) dias apo6s a antese. Foram coletadas amostras do 3° e 42 par de
folhas de ramos situados em trés diferentes posicées (apice, terco médio e
base) do cafeeiro. Em cada posicdo foram coletadas folhas nos pontos

cardeais (N, S, L, E) de cada planta.

3.2. CARACTERISTICAS AVALIADAS

3.2.1. Atividade da enzima redutase do nitrato (RN)

A determinacdo da atividade da redutase do nitrato foi feita
empregando-se 0 ensaio in vivo, baseada na metodologia de Da Matta et al.
(1999).

Cada avaliacao foi realizada num prazo maximo de trés dias entre a
coleta e a andlise, sendo trabalhado um bloco por dia. As coletas foram
efetuadas entre 7:00 e 8:00 horas, retirando-se ramos de trés posicoes das
plantas. Posteriormente os ramos foram cortados submersos em agua, para
evitar embolia, e levados ao laboratério de Nutricao Mineral de Plantas da UFV.

No laboratério as amostras do 3° e 4° par de folhas foram selecionadas
para avaliacdo da atividade da redutase do nitrato, a qual consistiu na
infiltracdo e incubacgao de discos foliares de 1 cm de didmetro, em 10 mL de
meio tampéao fosfato (KHoPO4 € KoHPO4) 0,2 M (pH 7,5), nitrato de potassio
0,25 M, propanol e Triton x - 100 10%. ApOs a imersdo, as amostras foram
transferidas ao dessecador e submetidas a infiltracdo a vacuo por um minuto,
trés vezes, com a finalidade de aumentar a penetracao da solugéo nos tecidos.
Em seguida, os frascos de incubag&o foram levados ao banho-maria, a 30° C,
envoltos em papel aluminio. Nos tempos previamente ajustados de 30 e 60
minutos, retiraram-se aliquotas de 1 mL, adicionando a cada uma 0,3 mL de
sulfanilamida 1%, 0,3 mL de a-naftilenodiamino 0,02 % e 3,4 mL de agua.
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A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 540 nm, sendo a
atividade da enzima determinada pela quantidade de nitrito (NO,") produzida,

comparando os valores obtidos com uma curva padrdo para esse ion.

3.1.2. Teores de N-organico, N-NOj" e Nitrogénio total

O material vegetal coletado foi lavado em agua desionizada e posto a
secar em estufa de ventilacdo forcada de ar a 70°C até atingirem massa
constante. Em seguida, o material foi moido, passado em peneira de malha de
0,841 mm e acondicionado em embalagens de papel para realizacdo das
andlises.

Para determinacao dos teores de N, o material vegetal, seco e moido,
foi submetido a digestao sulfurica (Jackson, 1958), bem como a extracdo com
agua, em banho-maria, para analise do nitrato (Cataldo et al., 1975).

O nitrogénio total foi determinado pelo método Kjeldahl. Pesou-se 0,2 g
de MS e transferiu-se para o tubo de digestao, no qual foram adicionados 5 mL
de &cido sulfurico e + 0,4 g de mistura digestora (200 g de sulfato de sédio, 20
g de sulfato de cobre e 2,0 g de selénio). A temperatura foi aumentada de 50
em 50°C por aproximadamente 30 minutos até atingir 350°C. Para a destilagéo
utilizou-se o volume de NaOH (40%) suficiente para neutralizar o acido e deixar
o meio alcalino, liberando assim a amdnia (NH3), a qual foi fixada em solucao
indicadora de acido bérico. Em seguida, fez-se a titulacdo com HCI 0,1N.

O nitrato foi determinado por colorimetria de acordo com Cataldo et al.
(1975). Para isso, 0,1 g de matéria seca foi colocada em tubo de ensaio,
juntamente com trés gotas de alcool etilico e 10 mL de agua, e incubado em
banho-maria a 45°C por 1 hora. Apds este periodo, adicionou-se = 0,2 g de
carvao ativo as amostras, seguido agitagéo e filtragem (papel filtro lento). Do
extrato obtido apds filtragem, retiraram-se aliquotas de 0,2 mL, adicionando a
cada uma 0,8 mL de acido salicilico 5% em acido sulfurico e 19 mL de
hidréxido de sédio 2N. A leitura foi feita em espectrofotometro a 410 nm.

O N-organico foi determinado pela diferengca entre os teores de
nitrogénio total e nitrato.
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3.1.3. Teores de amido e acucares soluveis

Para andlise de carboidratos foram selecionadas as amostras referentes
ao terco médio da planta, sendo que foram perdidas as amostras referentes
aos 12, 69 e 98 dias apds antese. As amostras foram coletadas juntamente
com material vegetal para as analises da atividade da redutase do nitrato. Apds
as coletas os discos foliares de 1 cm de diametro foram colocados em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em freezer a -80 °C.

Antes de se iniciarem as analises, os materiais vegetais foram
transferidos para estufa de circulagao forcada, a 70 °C, por 72 horas, para a
determinacao da massa seca.

Para a analise de acucares soluveis totais (AST) as amostras foram
maceradas adicionando-se etanol 80% fervente e areia fina lavada em &cido. O
produto da maceracéao foi transferido quantitativamente para tubos plasticos e
centrifugado a 1250 g, por 10 min. O precipitado foi lavado com 2,5 mL de
etanol 80%, por trés vezes, e centrifugado, e os sobrenadantes combinados
tiveram seu volume completado para 25 mL com agua destilada. Dos 25 ml de
solucao etandlica foram retirados 10 ml e evaporados em evaporador rotativo a
vacuo, a 45 °C. O residuo da evaporacao foi ressuspendido em 5 mL de agua
destilada e armazenado a aproximadamente -20°C, até o momento das
andlises.

A quantificagdo dos acgucares solUveis totais foi realizada segundo
metodologia preconizada por McCready et al. (1950). Aliquotas de 50 pL foram
colocadas em tubos de ensaio rosqueados, sendo o volume completado para 1
mL com &gua destilada. Em seguida, os tubos foram colocados em banho de
gelo e adicionou-se 5 mL do reativo de antrona, previamente preparado. Os
tubos tampados, foram agitados em vortéx e colocados em agua fervente por
12 min; a reacao foi interrompida por meio da imersao em banho de gelo. Apds
atingir temperatura ambiente, a leitura foi feita em espectrofotébmetro a 620 nm.

Os acucares redutores (AR) foram quantificados pela técnica de
Nelson (1944) e Somogy (1952). Aliquotas de 100 pL da mesma suspensao
utilizada na determinagcédo dos acucares soluveis totais (AST) foram colocadas
em tubos de ensaio rosqueados, e 0 volume foi completado com agua destilada
para 1 mL e adicionou-se 1 mL do reativo de Nelson. Os tubos foram
rosqueados, agitados e aquecidos em banho-maria por 20 min. Em seguida,

16



resfriaram-se os tubos em banho de gelo e adicionou-se 1 mL da solucéo
arsenomolibidica. Os tubos foram agitados e, em seguida, acrescentaram-se 7
mL de agua destilada; apds nova agitacao, efetuou-se a leitura da absorvancia,
a 540 nm.

Do residuo proveniente da extracdo de acUcares sollveis totais,
determinou-se o teor de amido mediante metodologia descrita por McCready et
al., (1950). O residuo foi ressuspenso em acido perclérico 30%, por trés vezes,
permitindo-se tempos de reacdo, de 20, 30 e 20 min, para cada extracao,
respectivamente. Transcorrido o tempo de reacdo, foram acrescentados ao
extrato 6 mL de agua destilada e, em seguida, centrifugado a 1250 g, por 10
min. Os sobrenadantes obtidos foram combinados, completando-se, entédo, o
volume para 50 mL com agua destilada. Aliquotas de 200 pL foram tomadas e
colocadas em tubos de ensaio rosqueados para a quantificacdo do amido, por
reacdo com antrona, conforme foi descrito para a quantificacdo dos acucares
soluveis totais. Para o calculo do amido, o resultado final foi multiplicado por
0,9.

3.1.4. Analise Estatistica

Os resultados de cada caracteristica avaliada foram submetidos a
andlise de variancia. Independentemente de a interagcao ser ou nao significativa
optou-se pelo estudo do desdobramento da mesma. A significancia dos efeitos
foi testada com base no valor de quadrado médio do residuo combinado e no
respectivo nimero de graus de liberdade, ao nivel de 5% de probabilidade,
pelo teste F. Para o estudo do efeito da posicédo da planta (sub-parcela) dentro
do sombreamento (parcela) e da época (subsub-parcela) de amostragem, as
médias foram comparadas utilizando-se o teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. No estudo do sombreamento e da época de amostragem dentro
da posicao, efetuaram-se analises de regressao linear multipla. Para selecao
dos modelos considerou-se a explicacao fisiolégica a variagdo dos dados, a
significancia dos coeficientes da regressao até o nivel de 5% de probabilidade
pelo teste t, assim como o maior coeficiente de determinacéo (R?).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao do ambiente

Os dados diarios de precipitacdo, umidade relativa do ar (UR) e
temperaturas maxima (Tmax) e minima (Tmin) referentes ao periodo de
avaliacdo, obtidos na estacdo meteorolégica da Universidade Federal de
Vicosa, sdo mostrados na Figura 1. Os menores indices pluviométricos e de
temperatura, foram observados na fase de maturacao, correspondente ao més
de maio. No periodo estudado foram registrados valores de temperatura
maxima do ar superior a 25°C. Conforme relatado por Fahl et al. (1994),
temperaturas do ar acima de 25°C podem comprometer a fotossintese de
folhas de café em funcao de limitacées estomaticas, além da possibilidade de

danos a maquinaria fotossintética.
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Figura 1. Dados diarios de precipitacdo (mm), umidade relativa do ar (%) e
temperaturas maxima e minima (°C) referente ao periodo
experimental, em dias apos antese (DAA).

4.2. Teores de nitrato (NOj3’), nitrogénio total (NT), nitrogénio organico
(NORG) e atividade da redutase do nitrato (RN), em folhas de café,

nas posicoes de amostragem na planta.

Em geral, o apice do cafeeiro apresentou os menores teores de NOj3
na fase de granagdo e maturacao do fruto. Os teores de NO3™ nas folhas nao
diferiram nas trés posicdes de amostragem aos 12, 67 e 98 dias apds a antese
(DAA) (Quadro 1). Entretanto, variaram apds esse periodo com o
sombreamento e posicdo de amostragem. Os menores teores de NOs; nas
folhas aos 137 DAA, foram observados no apice das plantas, nas condi¢des de
16 e 48% de sombreamento (Quadro 1), enquanto aos 169 DAA os menores
teores foram no apice em todos os sombreamentos. Aos 199 DAA os maiores
teores foram observados no terco médio nos sombreamentos de 32 e 48%.
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Quadro 1- Teores de nitrato (NO3) em folhas do apice, terco médio e da base
do cafeeiro sob diferentes niveis de sombreamento (SOMB), aos 12, 67, 98,
137, 169 e 199 dias ap6s antese (DAA). Média de trés repeticoes.

DAA
POS SOMB 12 67 98 137 169 199
N-NO; (dag Kg' MS)

APICE 0% 0.057a 0.007a 0.062a 0.044a 0.026 b 0.032a
MEDIO 0% 0.012a 0.002a 0.044a 0.041a 0.066ab  0.071a
INFERIOR 0% 0.007a 0.009a 0.062a  0.088a 0.115a 0.071a
APICE 16% 0.057a 0.016a 0.042a  0.058b 0.018 b 0.031a
MEDIO  16% 0.004a 0.008a 0.060a 0.073ab  0.099a 0.072a
INFERIOR 16% 0.004a 0.005a 0.071a  0.123a 0.093 a 0.083 a
APICE 32% 0.011a 0.010a 0.041a 0.052a 0.022 b 0.040 b
MEDIO  32% 0.006a 0.015a 0.073a  0.042a 0.127 a 0.123a
INFERIOR 32% 0.005a 0.024a 0.074a _ 0.065a 0.139a  0.081 ab
APICE 48% 0.010a 0.027a 0.061a  0.049b 0.033 ¢ 0.073b
MEDIO  48% 0.008a 0.041a 0.071a  0.108a 0.171a 0.148 a
INFERIOR 48% 0.006a 0.034a 0.080a 0.082ab  0.110b  0.114ab

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, em cada nivel de sombreamento, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Conforme os resultados de Taleisnik et al. (1980) e Carelli et al. (1989)
as plantas de café apresentam mudancas na capacidade de assimilacao do
NO;3; durante o ciclo reprodutivo. O teor de NO3s em um tecido reflete o
equilibrio entre a quantidade de NOs; que chega ao tecido, o acumulo de
matéria seca e a atividade da RN no tecido.

As folhas da regido apical recebem maior radiacao incidente, diferente
das folhas das demais posicdées do cafeeiro que estdo sujeitas ao auto-
sombreamento. De acordo com Gutiérrez e Meinzer (1994) as folhas do apice
do cafeeiro apresentam maior fotossintese liquida do que as folhas
sombreadas do terco médio. O NOjs absorvido pelas plantas passa pelo
processo de reducao, antes de ser incorporado em aminoacidos e proteinas. A
RN, primeira enzima que catalisa a reagao na via de assimilagdo de nitrato, é
influenciada pela luz. Considerando que a luz e a fotossintese sao requeridas
para ativagdo da RN (Kaizer e Huber, 2001), acredita-se que a maior atividade
da RN nas folhas do apice aos 137 DAA (Quadro 2) pode explicar os menores
teores de NO3 no mesmo periodo.
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Quadro 2 - Atividade da redutase do nitrato em folhas do apice, terco médio e
da base do cafeeiro sob diferentes niveis de sombreamento (SOMB), aos 12,
67, 98, 137, 169 e 199 dias apds antese (DAA). Média de trés repeticoes.

DAA
POSI SOMB 12 67 98 137 169 199
RN (umol NO, h” g'MF)

APICE 0% 0.596 a 0927b  0662b  0.220a 0.037a 0.150a
MEDIO 0% 0.495 a 1.108a 0.899a 0.215a 0.038a 0.166a
INFERIOR 0% 0.260 b 1.063ab 0.937a 0.118a  0.050a 0.077a
APICE 16% 1.524 a 1.035a 0.789a 0.239a 0.088a 0.193a
MEDIO  16% 0.518 b 0903a 0.867a 0.193ab 0.028a 0.153a
INFERIOR 16% 0.172¢ 1.231a  0.930a 0.040b  0.042a 0.290a
APICE 32% 0.441 a 0.749b  0712b  0291a 0.135a 0.215a
MEDIO  32% 0.385ab  0.887ab  0.962a 0.148ab 0.163a 0.179a
INFERIOR 32% 0.210b 1.040a  0.964a  0.040b  0.065a 0.199a
APICE 48% 0.625a 0967b 0591b  0370a 0.157a 0.336a
MEDIO  48% 0.411b 1.126ab  0.830a 0.240a 0.063a 0.317a
INFERIOR 48% 0.224 ¢ 1.231a  0.966a  0.051b  0.127a 0.257a

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, em cada nivel de sombreamento, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A luz é um dos mais importantes fatores ambientais envolvidos na
regulacao da redutase do nitrato (RN). Nitrato é facilmente transportado no
xilema das plantas e pode ser reduzido e assimilado tanto nas folhas quanto
nas raizes. A particdo da reducdo do nitrato entre raiz e parte aérea varia de
acordo com a espécie, idade e condi¢cdes ambientais (Carelli et al. 2006).

No primeiro estaddio de desenvolvimento do fruto (chumbinho), as
folnas da base apresentaram os menores valores de atividade da RN, nao
diferindo das folhas do terco médio na condigcdo de 32% de sombreamento
(Quadro 2).

Em geral, aos 67 e 98 DAA os maiores valores de atividade da RN
foram obtidos nas folhas da base. Esses resultados discordam dos obtidos por
Reis et al. (2005), os quais verificaram menores atividades da RN na base do
cafeeiro, explicado pela presenca de folhas velhas, apresentando baixa
capacidade de sintese, além do baixo indice de radiagdo incidente. Na
condigcdo de 16% de sombreamento nao foi observada diferenga estatistica

entre as posicdes.
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Em contraste, aos 137 DAA os maiores valores de atividade da RN
foram obtidos nas folhas do apice, que justificam os menores teores NOjs
(Quadro 1). Apesar de nao ter sido avaliado a presenca de frutos nos ramos,
esta caracteristica pode ter influenciado o teor de NOj3 e a atividade da RN nas
diferentes posicoes do cafeeiro e nos diferentes estadios de desenvolvimento
do fruto.

De acordo com Carelli et al. (1989) a presenca de frutos induz maior
demanda de metabdlitos, evidenciada pela maior atividade da RN nas folhas
que nutrem aqueles érgaos. O maior teor de NO3 nas folhas dos ramos com
frutos indica que existe um direcionamento preferencial do fluxo de nutrientes
para 0s ramos, que constituem maior fonte de consumo.

Nao foi verificada diferenca estatistica entre os tratamentos aos 169 e
199 DAA (Quadro 2).

Quanto aos teores de N-total e N-organico, ndo foram observadas
diferengas significativas entre os tratamentos estudados (Quadro 3 e 4). Esses
resultados sugerem que teor de nitrato nas folhas é uma importante ferramenta
no diagndstico do estado nutricional nitrogenado de plantas de café.

Uma vez que o NOs é a forma preferencialmente absorvida pelo
cafeeiro, a sua concentracdo nas folhas € uma das caracteristicas importante
para a verificacdo do status de N e, com base neste status, talvez possam ser
feitas as recomendacdes de adubagao nitrogenada.

No diagnostico ou na interpretacdo do significado do teor de nitrato
foliar € necessario que haja valores ou indices considerados referenciais em
determinado estadio fisiolégico da planta. No entanto, ha caréncia de valores
de referéncia para interpretar os teores de nitrato nas folhas. Os padrbes
podem ser obtidos de populagdes de plantas da mesma espécie e variedade
altamente produtivas, ou de ensaios em condigdes controladas (Martinez et al.
1999).
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Quadro 3 — Teores de nitrogénio total (NT) em folhas do &pice, terco médio e
da base do cafeeiro sob diferentes niveis de sombreamento (SOMB), aos 12,
67, 98, 137, 169 e 199 dias apds antese (DAA). Média de trés repeticoes.

DAA
POSI SOMB 12 67 98 137 169 199 Média
NT (dag Kg' MS)
APICE 0% 2.83 3.18 3.15 3.21 3.06 2.76 3.03a
MEDIO 0% 2.95 2.78 3.01 2.82 3.13 2.81 291a
INFERIOR 0% 2.83 3.11 2.92 3.01 3.18 2.97 3.00a
Média 2.87 3.02 3.03 3.01 3.12 2.85
APICE 16% 2.62 3.07 3.22 2.97 2.72 272 2.89a
MEDIO  16% 2.85 3.00 2.90 3.04 2.96 2.66 290 a
INFERIOR 16% 3.07 2.88 2.85 3.04 2.82 2.90 2.92a
Média 2.85 2.98 2.99 3.01 2.83 2.76
APICE 32% 2.72 3.16 2.95 3.15 2.90 2.74 294a
MEDIO  32% 3.07 2.55 2.60 2.83 3.06 2.92 2.84a
INFERIOR 32% 2.74 2.93 2.72 2.88 3.04 2.78 2.85a
Média 2.84 2.88 2.75 2.95 3.00 2.81
APICE 48% 2.81 2.86 3.08 3.20 2.97 2.83 2.96a
MEDIO  48% 2.78 3.06 2.92 3.04 3.08 2.99 2.98a
INFERIOR 48% 2.85 2.97 2.76 2.90 3.01 2.76 2.88a
Média 2.81 2.96 2.92 3.04 3.02 2.86

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, em cada nivel de sombreamento, nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Quadro 4 - Teores nitrogénio organico (NORG) em folhas do apice, terco
médio e da base do cafeeiro sob diferentes niveis de sombreamento (SOMB),
aos 12, 67, 98, 137, 169 e 199 dias ap6s antese (DAA). Média de trés
repeticoes.

DAA
POSI SOMB 12 67 98 137 169 199 Média
NORG (dag Kg' MS)

APICE 0% 2.77 3.17 3.12 3.17 3.03 2.73 3.00a
MEDIO 0% 2.93 2.78 2.97 2.78 3.06 2.74 2.88a
INFERIOR 0% 2.82 3.10 2.86 2.92 3.06 2.90 2.94a
Média 2.84 3.02 2.98 2.96 3.05 2.79

APICE 16% 2.62 3.06 3.18 2.91 2.70 2.68 2.86a
MEDIO  16% 2.85 2.99 2.84 2.96 2.86 2.58 2.85a
INFERIOR 16% 3.07 2.87 2.78 2.91 2.73 2.82 2.86 a
Média 2.84 2.97 2.93 2.93 2.76 2.69

APICE 32% 2.71 3.15 2.90 3.10 2.88 2.70 291a
MEDIO  32% 3.06 2.54 253 2.79 2.93 2.80 2.77a
INFERIOR 32% 2.73 2.91 2.64 2.81 2.90 2.70 2.78 a
Média 2.83 2.87 2.69 2.90 2.90 2.73

APICE 48% 2.80 2.84 3.02 3.15 2.93 2.76 292a
MEDIO  48% 2.78 3.02 2.84 2.93 2.91 2.84 2.89a
INFERIOR 48% 2.84 2.93 2.69 2.82 2.90 2.65 2.81a

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, em cada nivel de sombreamento, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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4.3. Teores de nitrato (NO3’), nitrogénio total (NT), nitrogénio organico
(NORG) e atividade da redutase do nitrato (RN) em folhas de café,
sob diferentes niveis de sombreamento e estadio fenoldgico.

Nao foram encontrados ajustes significativos dos teores de NO3™ nas
folhas do apice (x =0,0033 dagkg™ MS) e, NT e NORG nas folhas do tergo
médio (x =2,91 dagkg”’ MS e 2,85 dagkg™ MS, respectivamente) e da base
(x =2,91 dagkg'MS e x =284 dagkg'MS, respectivamente), a variacdo no
nivel de sombreamento e do estadio fenolégico.

Verificaram-se menores teores de NO3™ na fase de chumbinho em todos
os sombreamentos estudados. Os maiores teores de NOs foram observados
aos 199 DAA (maturacao) a 48% de sombreamento (Figuras 2A e 2B; Quadro
5). O sombreamento parece acarretar maior condutancia estomatica, taxas de
fotossintese e transpiracao (Tesha e Kumar, 1978; Freitas et al., 2003; Andrade
Netto, 2005). Estas caracteristicas podem explicar os maiores teores de NOj
nas plantas a 48% de sombreamento, como conseqiiéncia da maior absorcao
devido a manutencao do fluxo xilematico nesta condigdo.

Nas folhas do apice os teores de NOs™ foram similares, independente
do estadio de desenvolvimento do fruto e da intensidade de sombreamento. No
terco médio, o teor de NOj3™ das folhas aumentou com o sombreamento e com
os DAA (desenvolvimento dos frutos). Nas folhas da base os teores de NOj3
foram mais baixos que nas folhas do terco médio e aumentaram com o

desenvolvimento dos frutos.
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Figura 2 — Teor de nitrato nas folhas do terco médio (A) e da base

(B) do cafeeiro em funcdo dos dias ap6s a antese (DAA) e do
sombreamento (SOMB). Vigosa, MG. 2005-2006.
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QUADRO 5. Equacoes de regressao dos teores de nitrato (NO3), nitrogénio total (NT),
nitrogénio organico (NO) e atividade da redutase do nitrato (ARN) em
folnas de cafeeiro em funcdo dos dias apdés antese (daa) e do
sombreamento (somb).

VAR POSI Equacéo de Regressao R®
NO Médio Y =-0,027 + 0,00059**daa + 0,00040*somb + 0,0000139*somb? 0,803
3 .
Base Y =-0,019 +0.00098*daa — 0,000002*daa’ + 0,00022**somb 0,755

Apice Y =0,863 — 0,00144**daa — 0,0000134**daa’+ 0,0055**somb -0,00011**somb® 0,573
ARN  Médio Y =0,500+0,00712**daa — 0,000048**daa’~0,00536**somb-+ 0,000113**somb® 0,530
Base Y=0,328 + 0,00915**daa — 0,000056**daa” - 0,000154*somb + 0,00003*somb *> 0,431

NT Apice Y = 2,7 + 0,0092**daa - 0.000043**daa’® — 0,0089*somb + 0,0001 6*somb? 0,752

NO Apice Y = 2,69 + 0,0088**daa — 0,000042 **daa® — 0,0083*somb + 0.00014*somb? 0,745

*%k

e ¥, significativos a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente.
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Nos quatro sombreamentos estudados, verificaram-se menores
valores de atividade da RN no estadio de maturagéo do fruto (Figuras 3A, 3B e
3C; Quadro 5). Este comportamento é coerente com os teores de NOs no
mesmo periodo (Figura 2A e 2B). Discordando dos resultados obtidos por
Carelli et al. (1989), onde a atividade da RN foliar foi maior antes da antese e
no final do desenvolvimento do fruto.

Apoés a quebra da dorméncia dos botdes florais de café, os verticilos se
expandem rapidamente até a antese, apresentando aumento de matéria seca
de 500% em relagdo aos botdes dormentes (Barros et al.,, 1982). Nesse
periodo, é necessario um rapido transporte de substancias organicas para 0s
botdes florais, e a fotossintese corrente € muito mais importante para sustentar
o crescimento da flor do que as reservas armazenadas, tanto nas folhas como
no lenho dos ramos (Barros et al., 1982; Rena et al., 2001). Nas folhas do
apice, o estadio de chumbinho apresentou maiores atividades da RN para
todos os sombreamentos (Figura 3A). Como esta avaliacao foi realizada logo
apos a antese (12 dias), os altos valores de atividade da RN podem indicar a
intensidade dos processos anabdlicos das folhas a fim de suprir a demanda de
metabdlitos durante a fase final de desenvolvimento da flor. E importante
considerar que apds a florada principal, outras floradas de menor intensidade
ocorreram, principalmente na regiao apical, possivelmente mantendo atividade
da RN elevada nessa fase.

Nas folhas do terco médio e da base verificaram-se, em todos os
sombreamentos estudados, maiores valores de atividade da RN no estadio de
expansao rapida (Figura 3B e 3C). Os resultados obtidos corroboram os
resultados publicados por varios autores, os quais verificaram que a atividade
da RN, nas folhas do cafeeiro, aumenta nas fases fenoldgicas com intensa
demanda de metabdlitos e nutrientes dos drenos (Taleisnik et al., 1980; Carelli
et al.,, 1989). Uma destas fases coincide com o estadio de chumbinho e
expansao rapida do fruto, quando os endospermas das sementes estdao em
formacao, os quais sado potenciais drenos de carboidratos minerais (Cannel,
1975). A atividade da RN no ter¢o médio e na base aumentou no inicio da
formagao do endosperma, mantendo niveis elevados no final da expansao dos
frutos.

Os maiores valores de atividade da RN nas folhas do terco médio
(0,764 pmol NO> h™ g' MF) e da base (0,758 umol NO; h™' g MF), foram
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verificados aos 67 DAA (expansado rapida) nas plantas sob 48% de
sombreamento (Figura 3B e 3C).
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Figura 3 — Atividade da redutase do nitrato nas folhas do apice (A), terco

médio (B) e base (C) do cafeeiro em funcao dos dias apds a antese (DAA) e do
sombreamento (SOMB). Vicosa, MG. 2005-2006.
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Variagbes nas condigdes ambientais também podem contribuir para
mudancas na capacidade de assimilacdo do NO3™ de plantas de café durante o
ciclo anual. Conforme observado por Da Matta et al. (1999) e Amaral et al.
(2001), a atividade da RN foliar apresentou variacbes sazonais relacionadas
com o regime de chuva, e conseqientemente com o conteudo de agua no solo,
na qual os maiores valores de atividade da RN e provavelmente maior
absorcao de NOj3 ocorreram durante as estacdes quente e umida (Figuras 1,
3A, 3B e 3C), quando periodos de alta temperatura e demanda evaporativa
também ocorreram. Tais condi¢ées podem ter aumentado o influxo de agua, e
consequentemente aumentado o influxo de NOg3™ para as folhas, que favoreceu
a atividade da RN.

A maioria dos genoétipos cultivados no Brasil, foram obtidos de
linhagens genéticas desenvolvidas a pleno sol, mantendo alta conduténcia
estomatica e taxa transpiratéria mesmo sob altos regimes de irradiancia e
temperatura, quando a disponibilidade de agua nao é limitante (Carelli et al.,
1999; Fahl et al., 2001). Durante o periodo de desenvolvimento do fruto foram
verificadas, freqientemente, temperaturas méximas do ar acima de 25°C
(Figura 1), no entanto observou-se atividade da RN em todos os periodos,
mesmo nas plantas cultivadas a pleno sol, indicando tolerancia do gendtipo
estudado aos regimes de alta irradiancia e temperatura.

Por outro lado periodos com baixa temperatura do ar durante o ciclo
anual de plantas de café parecem afetar a assimilacao de nitrato foliar. Nos
estadios finais de maturacao, acredita-se que a absorcao de NO3™ diminuiu com
o inicio do periodo frio e seco, e conseglentemente houve uma reducao na
atividade da RN (Figura 3A, 3B e 3C). De acordo com Amaral et al. (2001) a
atividade da RN foliar foi aparentemente nula nas estacbes fria (maio a
setembro) enquanto a atividade da RN radicular foi sustentada pela
suplementacao de N durante o periodo frio.

Em todos estadios avaliados verificaram-se menores teores de NT e
NORG nas plantas sob 16 e 32% de sombreamento (Figura 4A e 4B, Quadro
5). Maiores cargas de frutos podem promover maior remobilizacdo e
translocacdo de N das folhas para érgaos reprodutivos (Malavolta, 1980;
Marschner, 1995). Porém, no presente experimento as plantas a 48% de

sombreamento apresentaram maior producao de frutos (Quadro 6).
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Assim como a atividade da RN (folhas do terco médio e base) (Figura
3B e 3C), os teores de NT e NORG (folhas do 4pice), foram maiores na fase de
expansao rapida do fruto (Figura 4A e 4B).
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(A)

(B)

Figura 4 — Teor foliar de nitrogénio total (A) e organico (B) nas
folhas do apice do cafeeiro em funcao dos dias apds a antese (DAA) e do
sombreamento (SOMB). Vigosa, MG. 2005-2006.
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QUADRO 6. Produgéo do cafeeiro, em fungdo do sombreamento. Média de
trés repeticoes.

Somb 2005 2006 Média
gr/planta Sc/ha gr/planta Sc/ha (sc/ha)

0% 2029,09 112,7 6,81 0,38 56,54
16% 1522,39 84,6 22,69 1,26 42,93
32% 1534,93 85,3 126,39 7,02 46,16
48% 1124,28 62,4 247,58 13,75 38,07

Fonte: Jaramillo-Botero (informagéo pessoal)

Acredita-se que a maxima translocagdo de N para os frutos (menor
teor nas folhas) ocorreu no momento em que os frutos apresentaram maxima
concentracdo de N. Observa-se que as maximas concentracdes foliares de N
foram atingidas no momento em que se acredita ser o pico de translocacéo de
N para os frutos. Esta hipotese é reforcada considerando que no presente
experimento os teores mais baixos de NT e NORG, foram verificados no
estadio de chumbinho (Figura 4A e 4B). Neste estadio, o fruto do cafeeiro esta
sob intensa divisdo celular, porém com pequeno crescimento e acumulo de
matéria seca (Rena et al., 2001).

Os altos valores de atividade da RN (Figura 3) coincidem com aumento
do teor N nos frutos (Laviola, 2004). Antes de ser redistribuido a partir das
folhas para outros érgaos, o N absorvido do solo na forma de NO3™ tem que ser
reduzido a NH4" e incorporado em substancias organicas.

Considerando que a absorcdo de NOjs é continua, o aumento da
concentracdo de N nas folhas ocorre quando a translocacao para os frutos é
baixa. Acredita-se que quando a atividade da RN aumenta, ha também um
aumento na translocacao do N para os frutos e conseqiientemente ocorre uma
reducdo na concentracdo de N nas folhas. Nos estadios finais de
desenvolvimento dos frutos a matéria seca do fruto aumenta e pouco NOj3™ é
incorporado, observando-se uma reducao atividade da RN e nos teores de
NORG nas folhas.
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4.4. Teores de amido (AM), acucar nao redutor (ANR) e acucar soluvel
total (AST), em folhas de café, sob diferentes niveis de
sombreamento e estadio fenolégico.

Nao foi encontrado ajuste significativo dos teores de acucar redutor
nas folhas.

O acumulo maximo de carboidratos nas folhas, ocorreu no estadio de
maturacdo dos frutos, sendo influenciado pelo sombreamento do cafeeiro
(Figura 5A, 5B e 5C; Quadro 7). Os frutos no final do ciclo reprodutivo deixam,
gradativamente, de serem drenos prioritarios (Rena e Carvalho, 2003) e a taxa
de crescimento vegetativo tende a decrescer (Amaral et al. 2001),
consequentemente, a conversao do amido e o transporte de agucares diminui,
podendo elevar a concentragao destes na fonte.

O teor de amido nas folhas, foi superior nas plantas a pleno sol,
obviamente por terem apresentado menor producao de frutos e maior indice de
radiacao incidente do que as plantas sombreadas (Figura 5A, Quadro 6).
Alguns autores associam a reducdo nos niveis de amido na planta com a
formacgao de frutos: quanto mais intensa a frutificacdo, menor o teor de amido
nos ramos e folhas (Wormer e Ebagole 1965, Patel 1970). Uma menor
producéo de frutos pode ter resultado em menor forga de dreno (Taiz & Zeiger,
2004) e, com isto, ocorrendo balanco positivo de fotoassimilados nas folhas,
que pode ser armazenado na forma de amido (Marenco e Lopes, 2005).

A concentragdo de AST e ANR, conforme ocorreu com o conteudo de
amido, foi menor no inicio do estadio de granagdo (Figura 5A, 5B e 5C). E
provavel que a maior parte do acucar sintetizado neste periodo tenha sido
mobilizado para o crescimento vegetativo, assim como, para a frutificacao.
Segundo Priestley (1962), as conversbes de amido para agucar ocorrem em
ocasides de crescimento vegetativo intenso, quando as reservas sdao usadas
para suportar a atividade meristematica de apices caulinares e também o

crescimento de frutos.
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Figura 5 — Teores de Amido (A), ANR (B) e AST (C) em folhas do terco
médio do cafeeiro em funcao do sombreamento e dos dias ap6s a antese.
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QUADRO 7. Equacdes de regressao referente aos niveis de amido (AM),
acucar soluvel total (AST) e acucar nao redutor (ANR) em
folhas de café (terco médio) em funcao dos dias apds antese
(daa) e do sombreamento (somb).

Variavel Equacéo de Regressao R®
AM Y = 0,3463 - 0,0097 somb* + 0,1829 daa** 0,536
AST Y =-0,2484 + 0,0144 somb* + 0,0348 daa** 0,876
ANR Y =-0,4080 + 0,0176 somb* + 0,03077 daa** 0,692

** e *, significativos a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente.

Independentemente da época analisada, os niveis de AST e ANR
foram superiores nas plantas sob 48% de sombreamento (Figura 5B e 5C).
Parece improvavel que a reducédo nos niveis de acucares nas folhas de plantas
com maior intensidade luminosa, esteja relacionada apenas a formacgéao dos
frutos, uma vez que as plantas sombreadas a 48% apresentaram maior
producdo de frutos (Quadro 6). O cafeeiro vegeta espontaneamente em
ambiente sombreado e produz poucos frutos, apenas em numero suficiente
para garantir a perpetuacao da espécie (Sylvain, 1955), ndo havendo, assim,
restricdo ao crescimento vegetativo. Apesar da producao ser maior nas plantas
a 48% de sombreamento, esta foi baixa (Quadro 6), considerando o potencial
produtivo da espécie. Acredita-se que as plantas a pleno sol usaram energia
produzida pela quebra dos acgucares na formacado de novos ramos e folhas,
visto que estas plantas apresentaram alta producdo (Quadro 6) e
depauperamento no ano anterior (2005), e superior a das plantas sombreadas.

A reducdao do NOs; em tecidos vegetais € reconhecidamente um
processo que demanda muita energia metabdlica. Ao se analisarem
conjuntamente os resultados das Figuras 3B, 5B e 5C, observa-se uma relacao
inversa entre a atividade da RN e os niveis de aglcares. Todo o processo de
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reducdo e assimilacdo do NOj; necessita de energia, poder redutor e
esqueletos de carbono. Como a RN esta localizada no citoplasma, a fonte
primaria de poder redutor para a formacdao de NADH seria proveniente da
degradacao de acucares (Beevers e Hageman, 1969). Os carboidratos sao
importantes também na ativacdo da enzima RN, pois estimulam a fosfatase
que desfosforila varios residuos de serina da proteina RN (Taiz e Zeiger, 2004).

A energia produzida pela quebra de agucares pode estar sendo
utilizada, em parte, para o processo de assimilacdo do N. Porém, o ponto
maximo de acumulo de agucares coincidiu com o ponto de minima atividade da
RN e maximo teor de NOj (Figura 2A, 3B, 5B e 5C). Estes resultados
corroboram os obtidos por Carelli et al. (1990), no qual o comportamento

também nao foi devidamente explicado.
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CONCLUSOES

>

Em geral, o apice do cafeeiro apresentou os menores teores de NO3™ na
fase de granacéao e maturacéao do fruto;

Os teores de NO3 em folhas de café foram maiores nas plantas a 48%

de sombreamento, no estadio de maturagao do fruto;

Ao longo do desenvolvimento do fruto, independentemente do
sombreamento estudado, a ARN foi menor no estadio de maturacao do

fruto.

Os teores NORG e NT, nas folhas do apice, foram maiores no estadio
de expansao rapida do fruto;

Os teores de carboidratos em folhas de cafeeiro aumentaram com o
desenvolvimento do fruto, cujo teor de amido foi maior nas plantas a
pleno sol, e os teores de ANR e AST foram maiores nas plantas a 48%

de sombreamento;

Os resultados sugerem que o sombreamento influencia ndo s6 a
fotossintese, mas também o metabolismo do nitrogénio. Assim sendo,
espera-se diferentes respostas ao sombreamento em diferentes

disponibilidades de nitrogénio.
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Quadro 1A — Quadrados médios referente aos teores de NO3, ARN, NO e NT em folhas de café em trés

posicdes da planta, em seis periodos de desenvolvimento do fruto, sob quatro niveis de sombreamento.

QUADRADOS MEDIOS

FV GL

NO; ARN NO NT
BLOCO 2 0,00969 0,08149 0,05086 0,09196
SOMBREAMENTO 3 0,00619™ 0,05860%** 0,13323™ 0,11837™
ERRO A 6 0,00275 0,00477 0,02979 0,02534
POSICAO 2 0,02250™ 0,06899 ™ 0,12571™ 0,04210™
ERRO B 4 0,00551 0,01223 0,15852 0,17126
POSI/SOMB 6 0,00209* 0,09116** 0,03361™ 0,04475™
ERRO C 12 0,00066 0,00685 0,02546 0,02435
EPOCA 5 0,03613%** 5,16851%** 0,21547%* 0,21998*
ERRO D 10 0,00318 0,01884 0,05555 0,05882
EPOCA/SOMB 15 0,00153* 0,07340%* 0,04041™ 0,04261™
EPOCA/POSI 10 0,00571%** 0,24114%** 0,13463%* 0,14548%**
EPOCA/POSI/SOMB 30 0,00057 ™ 0,05397%** 0,04474™ 0,04713™
ERRO E 110 0,00081 0,00842 0,05317 0,05433
Cv 53,60 19,64 8,02 7,96

** e, significativos 1 e 5% de probabilidade, respectivamente.
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Quadro 2A - Quadrados médios referente ao desdobramento da interacao,
para concentracao de NO3, ARN, NO e NT em folhas de café.

QUADRADOS MEDIOS

kv Gl NO; ARN NO NT

SOMB 3 0.006196 0.058603 0.133237 0.118376

EPOCA / SOMB 1 5 0.005055**  1.483453**  0.095888 "™ 0.100439 "™
EPOCA / SOMB 2 5 0.009847**  1.435325**  0.108519"™ 0.100737 "™
EPOCA / SOMB 3 5 0.011151**  1.161232**  0.071719™ 0.073791"™
EPOCA / SOMB 4 5 0.014689**  1.308706**  0.060598 ™ 0.072867 "™
POS/SOMB 1 em Ef 2 0.00232" 0.089284**  0.020275"™ 0.013239"™
POS/SOMB 2 em Ef 2 2.33E-06™  1.481137**  0.151104™ 0.150637 "™
POS / SOMB 3 em E1 2 2.63E-05™  0.043627** 0.115659 ™ 0.119124 "™
POS / SOMB 4 em E1 2 1.41E-05™  0.120737** 0.003436 ™ 0.003706 ™
POS/SOMB 1 em E2 2 3.34E-05" 0.026747* 0.126858 "™ 0.130728 ™
POS/SOMB 2 em E2 2 9.7E-05" 0.014397™ 0.026508 "™ 0.029494 ™
POS/SOMB 3 em E2 2 0.000149"™ 0.06326** 0.287904 ™ 0.284262 "™
POS /SOMB 4 em E2 2 0.00014" 0.053098**  0.023969 "™ 0.027762"
POS/SOMB 1 em E3 2 0.000851™  0.067065** 0.052653 ™ 0.040235"™
POS/SOMB 2 em E3 2 0.000645™  0.015103™  0.138425"™ 0.120706 ™
POS/SOMB 3 em E3 2 0.001035™  0.062862**  0.112128"™ 0.092647 "™
POS / SOMB 4 em E3 2 0.000262"™  0.108082** 0.082918 "™ 0.077824 "™
POS/SOMB 1 em E4 2 0.002107™  0.009965™  0.115627"™ 0.114971 "™
POS/SOMB 2 em E4 2 0.00349** 0.032572* 0.00266 " 0.004768 "™
POS/SOMB 3 em E4 2 0.000409™  0.047803**  0.090456 "™ 0.091059 ™
POS / SOMB 4 em E4 2 0.002654**  0.076996** 0.085827 " 0.067236 "™
POS/SOMB 1 em E5 2 0.005964**  0.000171"™  0.000776"™ 0.010059 ™
POS/SOMB 2 em E5 2 0.006059**  0.002936™  0.023554 "™ 0.046116"™
POS/SOMB 3 em E5 2 0.012355**  0.007689™  0.002432"™ 0.022765 "™
POS / SOMB 4 em E5 2 0.014209**  0.006447"™  0.000753"™ 0.010059 ™
POS/SOMB 1 em E6 2 0.001573™  0.006949™  0.027005"™ 0.035471"™
POS / SOMB 2 em E6 2 0.002222™  0.014835™  0.041006"™ 0.048538 "™
POS/SOMB 3 em E6 2 0.005084**  0.000949™  0.009835"™ 0.02753"
POS / SOMB 4 em E6 2 0.004195**  0.005098"™  0.029076 ™ 0.041824 "™

** e*, significativos 1 e 5% de probabilidade, respectivamente.
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Quadro 3A — Quadrados médios referente aos teores de AM, AST, AR e ANR em folhas de café (terco médio) em
trés periodos de desenvolvimento do fruto, sob quatro niveis de sombreamento.

QUADRADOS MEDIOS

FV GL
AMIDO AST AR ANR
BLOCO 2 2,4466 1,6405 0,4293 0,3913
SOMBREAMENTO 3 0,6556 " 0,8478" 0,08633 "™ 1,3771"™
ERRO A 6 3,1943 1,0852 0,2851 1,0467
EPOCA 2 6,7653** 14,2751** 0,3013" 10,9637**
EPOCA/SOMB 6 0,1510" 0,5975" 0,4583 " 1,7877 "
ERRO B 16 1,0947 0,9463 0,3250 1,0963
cVv 32,774 26,111 25,905 68,670

** e*, significativos 1 e 5% de probabilidade, respectivamente.
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