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RESUMO

SOUZA, Bruna Pereira de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosagiievee 2015.
Aspectos fisiologicos e moleculares da absorcao e metabolismo do nitrogénaoe
déficit hidrico em café arabica Orientadora: Herminia Emilia Prieto Martinez.
Coorientadores: Eveline Teixeira Caixeta e Marcelo Ehlers Loureiro.

O cafeeiro possui baixa eficiéncia de uso de nitrato como fonte incagémiN, sendo

gue as causas fisiologicas e genéticas dessa reduzida resposta ainda ndmsatetota
conhecidas. Além do uso eficiente de fertilizantes, outro fato qoe oquee vem
impactando a producao agricola em geral e a cafeicultura é.aAseseassez de agua
sera um dos maiores problemas globais neste século. Portanto é fundamemdair ent
0s mecanismos moleculares e fisiolégicos pelos quais plantas terresidspten a

falta de agua com o objetivo de desenvolver praticas agricolas atisais de
aproveitamento da agua e nitrogénio. Assim sendo, este trabalho objetivou: a) a
obtencédo de parametros cinéticos de absorcao de nitrato por mudas clétivaidas

em solugdo nutritiva na auséncia e presenca de déficit hidricozabarao perfil
transcricional de genes relacionados aos transportadores de nitrato (ERIRTZ.2)

e genes relacionados ao metabolismo do N (NIA2, GLN1.3 e GLT1) em condicao de
déficit hidrico e deficiéncia de N; c) avaliar as trocasogas e 0s parametros de
fluorescéncia da clorofila a em condi¢Bes de déficit hidricoieiée€ia de nitrogénio.

Para alcancar os objetivos propostos foram realizados quatro experimentos
separadamente. No primeiro, oito cultivares de café foram submetidasao de
exaustao para determinacéo dos parametros cinéticos de absorcaoalemiwatucéo
nutritiva. No segundo e terceiro experimentos, as cultivares Catmarefo (alto
Vmax) e Mundo Novo (baixo Vmax), selecionadas a partir dos resultados dargrime
experimento, foram submetidas aos seguintes tratamentos: N-suficiknte +mnmol

L-1 N-NO3-) sem déficit hidrico, N-suficiente (+N, 5,0 mmol ININO3-) com déficit
hidrico (-1,5 MPa) e N-deficiente (-N, 0,0 mmol L-1 N-NO3-) semaitéfiidrico para
avaliacao de expresséo diferencial de genes. No quarto experimatt@uitivares de

café foram submetidas aos seguintes tratamentos: N-suficiente (+N, BJOLAANN-

NO3-) sem déficit hidrico, N-suficiente (+N, 5,0 mmol L-1 N-NO89gm déficit
hidrico (-1,5 MPa) e N-deficiente (-N, 0,0 mmol L-1 N-NO3-) senicitéfidrico, para
avaliar as caracteristicas fisiolégicas relacionadas com a futsssie parametros da
clorofila a. O déficit hidrico foi imposto pela aplicacdo degidéino glicol 8000. Em

todos experimentos utilizou-se o delineamento em blocos casualizados &om tr
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repeticbes. Os parametros cinéticos de absorcdo de nitrato variaramseatltivares
em condi¢des controle e sob déficit hidrico. As cultivares Catuahélieo, Catuai
Amarelo, Catucai Amarelo, Catigud MG2, Acaud, Oeiras e Sachinmorasague
possuem maior velocidade de absor¢cdo em condi¢cdes de auséncia de déficitEriari
condicOes de déficit hidrico, a cultivar Catuai Amarelo possui a meiocidade de
absorcdo. A cultivar Mundo Novo ndo apresentou alteracdes nos parametresscinéti
avaliados quando o déficit hidrico foi imposto. A cultivar Catuai Amanetesantou
melhor adaptacdo a condicdo de déficit hidrico. Essa cultivar possuértamaior
plasticidade, podendo se estabelecer mais facilmente em condi¢cdesosoou ditixos
teores de NO3-, como também em baixa disponibilidade hidrica. @s gstudados
(NRT1.2, NRT3.2, NIA2, GLT e GLN1.3) aumentaram a sua expressao emsplanta
submetidas ao déficit hidrico e a deficiéncia de N. A cultivar Mundm Npresentou
maior expressao relativa dos genes NRT1.2, NRT3.2 e GLT em tecidos duia
apos a imposicao do déficit hidrico. Na parte aérea das mudas de caiéblBd 1.2

e NRT3.2 foram os que exibiram maior expressao relativa, as 8 h e[ imposi¢cédo
do déficit hidrico, respectivamente. Quando o déficit hidrico foi imposto, nssge
NRT1.2, NRT3.2, NIA2 e GLT apresentaram maior transcricdo difexreno sistema
radicular das plantas. Ja o gene GLN1.3, em condi¢des de reduzida disponibididade
agua apresentou maior expressao na parte aérea das plantas. @idaéiciprovocou
maiores alteracdes na expressao relativa dos genes estudados do queotdratzm
deficiéncia de N. A deficiéncia de N causou menores danos ao aparessiritético
das plantas que o déficit hidrico. O deficit hidrico afetou o potehidato foliar, a
fotossintese liquida, condutancia estomética, eficiéncia do uso da &guajetaxa
transporte de elétrons, eficiéncia quantica do FSII e eficién@guizhica maxima do
FSII das mudas de café, reduzindo-os durante o periodo. Ja para @ntataom
deficiéncia de nitrogénio, apenas as variaveis taxa de transpatétrdas, eficiéncia
quantica do FSII e eficiéncia fotoquimica maxima do FSIl das mdelasafé foram

afetadas e também apresentaram reducao.



ABSTRACT

SOUZA, Bruna Pereira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,dfgpb2015.
Physiological and molecular aspects of absorption and nitrogen metabolisend
drought in Coffee Arabica. Adviser: Herminia Emilia Prieto Martinez. Co-advisers:
Eveline Teixeira Caixeta and Marcelo Ehlers Loureiro.

The coffee has low nitrate use efficiency as a source of inmrgd, and the
physiological and genetic causes of this reduced response are shilllpégnown. In
addition to the requirement of large amounts of nitrogen fertiliaewxsther challenge to
the food production in general, and for coffee production in particular, is drought. Water
scarcity is one of the biggest global problems in this century. Tdreréfis important

to understand the molecular and physiological mechanisms by which pliapistae
lack of water in order to develop more rational farming prasticee of water and
nitrogen. Therefore, this study aimed to: a) obtaining kinetic petes of nitrate
uptake by coffee seedlings grown in nutrient solution in the absencprasence of
water deficit; b) evaluate the transcriptional profile of genelted to nitrate
transporters (NRT3.2 and NRT1.2) and genes related to metabolism of N (nia2, GLN1.3
and GLT1) in drought condition and deficiency of N; c) assess gas exchadge a
chlorophyll fluorescence parameters in conditions of drought and nitrogemredey.

To achieve the proposed objectives were carried out four experimentstslpan the

first eight coffee varieties were subjected to exhaustion assay for deterthimikigetic
parameters of the nitrate uptake in nutrient solution. In the second amd thir
experiments, the Catuai Amarelo cultivars (high Vmax) and Mundo Novo\(loax),
selected from the results of the first experiment were submittedhetofailowing
treatments: N-sufficient (N +, 5.0 mmol L 1 N-NO3) without défibl-sufficient (N +,

5.0 mmol L-1 N-NO3) with water deficit (-1.5 MPa) and N defnti@N, 0.0 mmol L-1
N-NO3) without deficit to evaluate differential gene expression. Ha fourth
experiment, five coffee cultivars were submitted to the followirgattments: N-
sufficient (N +, 5.0 mmol L-1 N-NOS3-) without water deficit, N-saiént (N +, 5.0
mmol L-1 N-NO3-) with water stress (-1.5 MPa) and N-deficient@® mmol L-1 N-
NO3-) without water deficit, to evaluate the physiologicahrelsteristics related to
photosynthesis and parameters Chlorophyll a. The drought was imposed byngapply
polyethylene glycol 8000. In all experiments we used the randomiaekll ésign with
three replications. The kinetic parameters of nitrate uptake vamedg cultivars in
control conditions and under water deficit. The cultivars Catuai Mbaon&€atuai
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Amarelo, Catucai Amarelo, Catigua MG2, Acauda, Oeiras and Sarchma those with
higher rate of absorption in conditions of absence of water deficit. dnigtt
conditions, Catuai Amarelo has the highest rate of absorption. The cltivadto
Novo had no change in kinetic parameters evaluated when the droughthpased.
The Catuai Amarelo showed better adaptation to drought condition. This calsea
has higher plasticity, and can be established more easily in conditidnkight or low
levels of NO3-, but also in low water availability. The genes stu(h#RT1.2, NRT3.2,
nia2, GLT and GLN1.3) increased its expression in plants subjected tostrats and
the deficiency of N. Mundo Novo presented higher relative expression rafs ge
NRT1.2, NRT3.2 and GLT in root tissue 96 h after the imposition of watecitdefi
shoots of coffee seedlings the NRT1.2 NRT3.2 genes were those that exthbite
highest relative expression, 8 h and 96 h after imposition of drought, respectively. When
the drought was imposed, the NRT1.2 genes, NRT3.2, NIA2 and GLT had higher
differential transcription in the root system of plants. Alread\NGI3 gene in reduced
water availability conditions showed higher expression in the shoot. The dicaght
caused major changes in the relative expression of the genes studiéddbfciency.
Nitrogen deficiency caused minor damage to the photosynthetic apgpafailants that
the water deficit. The drought affected the leaf water patentiet photosynthesis,
stomatal conductance, water use efficiency, electron transport rateumuefficiency
of PSIl and photochemical efficiency of PSII of coffee segdlimeducing them during
the period. For the treatment with nitrogen deficiency, only theabims electron
transport rate, quantum efficiency of PSIl and photochemical exfftgi of PSII of
coffee seedlings were affected and also decreased.
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INTRODUCAO GERAL

Café: origem e importancia econémica

O géneroCoffeal. é composto por 103 espécies de acordo com Davis et al.
(2006). Entre essas as espédiasffea arabica(café arabica)C. canephora(café
robusta) eC. liberica (café libéria) sdo espécies cultivadas com intuito comercial, sendo
as demais apenas utilizadas em programas de melhoramento. Todo ocomédial
de café utiliza-se das espécies @earabicae C. canephorasendo que a primeira
representa aproximadamente 62 % de producdo mundial (Dias et al., 2007).

A movimentacdo de mais de 90 bilhdes de doélares ao ano e geracdo de 500
milhdes de empregos coloca o agronegécio do café em grande destaquerit cena
econdmico e social mundial (Rezende & Rosado, 2004).

No Brasil, a cultura chegou em meados de XVIIl, com mudas vindas daaGui
Francesa, e adaptou-se rapidamente ao solo e clima, sendo, desde edee qeeri
grande importancia na geracédo de emprego e na balanca coohemgs. Atualmente,

o Brasil possui a maior producéo e exportacdo mundial de café (MAPA, 2013).

O Brasil possui 15 estados produtores de café, com destaque para Minas Gerais,
Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Parana e Rondb6nia. Todo o agronegocio do café
envolve cerca de 287 mil produtores, na maioria mini e pequenos produtores,
distribuidos em aproximadamente 1.900 municipios e 2,311 milhdes de hectares,
cultivando 5,67 bilhdes de pés de café e com exportacdes que chegam a 32,01 milhdes
de sacas. Extima-se, ainda, que 8 milhdes de pessoas estdo ligadas direta ou
indiretamente a essa atividade (MAPA, 2013). O Brasil, também desmontarcaior
produtor, com cerca de 30% da producdo mundial, e segundo maior consumidér de caf
(Davis et al., 2006).

Apesar de toda importancia do café no Brasil, a producéo tem siddeafetlas
condi¢des climaticas, principalmente devido a ocorréncia de periodos cadzaigez
prolongados de seca. Além disso, estudos atuais apontam para cenario sienelisna
extremos com secas prolongadas, inundacfes e ondas de calor mais Begoerde
consequéncia do fenébmeno do aquecimento global (Salati et al., 2012). Akgoaga
outro fator limitante para a cafeicultura € o uso eficiente déiZarntes nitrogenados,
sendo um grande desafio a obtencao de elevada produtividade conbeplrealrizidas

de fertilizantes nitrogenados.



Déficit Hidrico

A falta de agua no solo leva a diferentes respostas nas plantas, esnpedela-
se destacar as respostas bioquimicas e fisiolégicas, que incluem fetthastematico,
repressdo de crescimento celular, reducdo da taxa fotossintética, cautaetdaxa
respiratoria, ajustamento osmotico, diminuicdo na eficiéncia do uso darvaglidacao
da particdo de assimilados e defesas contra danos oxidativos, sendo quespestass
acontecem em niveis celulares e moleculares (Shinozaki & Yamaghstuz&ki,
2007).

Nas regides produtoras, o cafeeiro sofre com as condi¢cdes ambientais, podendo
considerar-se o déficit hidrico por ser um dos principais estresses que podeno afetar
crescimento, o desenvolvimento e a produtividade (DaMatta & Ramalho, 2006). Em
condicdo de limitagdo hidrica a planta aciona mecanismos de sobrevivépciameia
resposta é a reducdo da abertura estomatica como forma de respe&@a @le agua
excessiva, concomitantemente ocorre reducdo na assimilacadobdeocaevido ao
aumento da resisténcia a entrada do 663 estomatos (DaMatta & Ramalho, 2006;
DaMatta, 2004). Além da regulacdo estomatica e reducdo da assinti&g@obono,
pode-se citar ajustamento osmotico, modulacdo da particdo de assimilados, ba
crescimento celular, complexos de defesa contra estresse oxidativos eemutingel
celular e molecular, que consomem energia anteriormente destinadssemento e
desenvolvimento da planta.

Qualquer restricdo hidrica ou por déficit de nitrogénio acarreta d@ra ba
produtividade do cafeeiro, resultando em respostas da planta que levam prantEra
decréscimo da taxa fotossintética. Dessa forma, em regibes susseptigeca,
cultivares com maior eficiéncia do uso de nitrogénio e agua ou que poss izl ade
de manutencgéo do crescimento nessas condigdes restritivas sdo desejaveis.

Para o entendimento das respostas fisiologicas diferenciais apresentadas pe
plantas em condicdo de estresse hidrico ou nutricional, as variaveisgftas
frequentemente utilizadas sdo as trocas gasosas - taxa fotossintétilza tigndutancia
estomatica e a razao entre a concentragdo interna e exteZia (&/Cy) e a avaliacdo
da fluorescéncia da clorofila. Estas variaveis estdo ligadas com a capacidade
fotossintética das plantas, em que reducdes na taxa fotossintética ocorrechugéo r
na condutancia estomatica e na relacdfCaC e/ou por diminuicdo na taxa de
assimilacéo do C por danos ao aparato fotossintético e aumento da rel@gdo C



A analise da fluorescéncia da cloroféapode ser feita de forma rapida e nao
destrutiva (Murchie & Lawson, 2013). Os parametros relacionados fluorescéncia da
clorofila a informam sobre a capacidade fotoquimica do FSII, referente a capadédad
absorcéao e transferéncia de energia luminosa e danos fotooxidativieceméncia de
estresses (Maxwell e Johnson 2000). Danos fotooxidativos ocorrem devido a reducao da
etapa bioguimica ndo acompanhada da etapa fotoquimica, pois os fotossistema
continuam a absorver energia luminosa, ndo existindo demanda suficiente pelos
compostos redutores gerados. Este descompasso entre as duas etapas podemacarretar e
danos fotooxidativos e as plantas exibem uma gama de mecanismos para ewta-los
minimiza-los.

Nitrogénio

O nitrogénio (N) € um macronutriente essencial necessario para nenesce
desenvolvimento das plantas e fator limitante chave na produtividade agritoéaag
formas de N disponiveis (nitrato, aménio, aminoacidos, peptidios, etc), o @iteato
fonte mais abundante de N para plantas em areas cultivadas com sgiéantas
cultivadas possuem uma baixa eficiéncia de uso do nitrogénio (NUEkfiestacia,
atualmente, € de 3050 %. Dessa forma, grande parte dos fertilizantes nitrogenados
fornecidos, sdo perdidos por lixiviagado e volatilizagdo no solo causando as#ins ef
deletérios ao ambiente. (Rockstrom et al., 2009; Foley et al., 2012).

As plantas absorvem fontes organicas e inorganicas de N presentes no solo,
porém o nitrato € a principal forma adquirida pelas raizes do eafpettendo ocorrer
também a absorcdo de amoénio (Reis, 2007; Miller et al., 2007). Em soloadnati a
magnitude do N inorganico pode variar na faixa de micromoMj & millimolar (mM)

(Miller et al., 2007; Marschner, 2012; Wang et al., 2012).

Para se adaptar a essas varia¢cdes de N no solo, a aquisicédo e trdasptyeto
em plantas ocorre por meio de transportadores de membrana que atuamxasm f
especificas quanto a afinidade por seu substrato. Os transportadores dditidxade
(Low Affinity Transporter System ou LATS) realizam o transpaie forma né&o
saturavel para concentracfes de N acima de 1 mM. Enquanto que os trangsodador
alta afinidade (High Affinity Transporter System ou HATS) sdo aes@veis pela
aquisicao de N em concentracées menores que 1 mM (Marschner, 2012; Wlang et a
2012). Em plantas modelo comwmabidopsis thaliana em algumas plantas cultivadas,
como Solanum lycopersicune Oryza sativa 0s principais transportadores que
participam da absorcdo de N em alta afinidade (HATS) e ena {BAXTS) ja sédo

conhecidos (Krouk et al., 2010; Yan et al., 2011; Wang et al., 2012; Hsu & Tsay, 2013).
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Um aspecto de grande relevancia a ser levado em consideracdo para a
implantacéo de regimes de adubacao para uma cultura, assim como aag&oglaca
ambientes com diferente disponibilidade de nutrientes é a eficiéncia quara poksui
em aproveitar os nutrientes disponiveis na solu¢do do solo. Levando em consideracao a
variabilidade genética existente entre espécies e cultivaredjnaidades podem ser
alcancadas pela avaliacdo de variaveis fisiologicas. Dentre a@veiarfisiologicas, 0s
parametros cinéticos de absorcdo de nutrientes representados pela delodsana
de absorcde- Vmax pela constante de Michaelis-MentenKn,, e pela concentragéo
minima— Cmin, indica a maior ou menor capacidade de absorcao de ions pelas plantas
uma dada concentragdo no meio. O Vmax refere-se a quantidade dotewthgorvida
guando todos os sitios dos carregadores presentes nas membranas das célules das raiz
estiverem saturados. Ja o valor dedgibe a concentracdo do ion/nutriente em solucao
na qual é atingida a metade da velocidade maxima de absorcadcaigiaif que,
quanto menor for o seu valor, maior sera a afinidade do ion com os sitios de absorcao
(Epstein; Hagen, 1952). Onfa indica a concentracdo minima na qual as raizes podem
extrair um nutriente a partir da solucéo (Marschner, 2012)

A conservacdo da alta produtividade da cultura cafeeira tem adarret
aumento do consumo de fertilizantes a base de N. Em 2012, aproximadamente 2,8
milhGes de toneladas de fertilizante nitrogenado foram utilizados &gl BANDA,

2012). Entre as espécies cultivadas, o cafeeiro € uma das mais sx@yentgrogénio.
Dependendo das condi¢des da lavoura e da expectativa de producéo, a reémntendac
nitrogénio pode chegar a 450 kg de N/ha (Pereira, 2006), sendo que o N iérdenutr
exigido em maior quantidade pela cultura do café e o segundo mais expmetado
planta. Apesar de suas praticas de manejo estarem bem definidas, muittss atpe
cultura ainda necessitam de esclarecimentos, pois as perdas de Npuxeaiochegar

a 50% (Reichardt et al., 2009).

O aproveitamento efetivo do N pelas plantas em formacdo € menor que 40 % do
fertilizante inicialmente aplicado. Diante disso, a intensificagdoagricultura nos
altimos anos tem gerado a degradacdo de fontes de agua e ecossishemass m
devido a lixiviagdo de nitrato (Foley et al., 2012; Vitousek et al., 2009) oGambém
a contaminacdo da atmosfera, devido a emissdo de gases causadores detefi@jt
como o Oxido nitroso e a amoénia (Galloway et al., 2008) devido ao constante @aument
do N reativo em ecossistemas terrestres (Martinelli & Filoso, 2008; Austin et al., 2013).

Caracteristicas como atividade de enzimas identificadas como chavetnae

de rotas metabdlicas, a expressao de genes alvo e variaveis relacamagasato
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fotossintético das plantas, podem ser utilizadas como biomarcadores (Vascéncelos
Raghothama, 2006; Srivastava & Singh, 2006; Hirel et al., 2007). As vias de estudo
descritas s&o fundamentais para elucidar os mecanismos que relacionano nutrica
mineral de plantas ao controle genético, especialmente em condi¢c@tsedses, como
0 estresse hidrico ou nutricional, o que no futuro subsidiarrd a escolha pdecoce
cultivares com maior eficiéncia nutricional e que possuem melhor adajatdbia estas
condicoes.

Levando em consideracdo esses aspectos, melhorar a eficiéncia do uso de
fertilizantes a base de N em plantas cultivadas, reduzindo assim o usiilidenfes a
base de nitrogénio é altamente desejavel para uma agricultura pradatiggentavel, e
representa um grande desafio para a agricultura moderna (Simnan2608; Foley
et al., 2012).

Assumindo o déficit hidrico e a adubacédo nitrogenada como os fatores que mais
limitam a producdo do cafeeiro, este trabalho foi dividido em duas partesneairpri
visou avaliar alteragbes nas variaveis da cinética de absorcdoade eitr mudas de
cafeeiro submedidas a um periodo curto de déficit hidrico e analisgresgfo de
genes relacionados a absorcdo e metabolismo de N em resposta adidéftcte a
falta de N. Na segunda parte avaliou-se as respostas fisiologicagomatias a

fotossintese nessas mesmas condigdes.
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CAPITULO |

CINETICA DE ABSORCAO DE NITRATO E EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS AO METABOLISMO E TRANSPORTE DE NITROGENIO
INFLUENCIADAS PELO DEFICIT HIDRICO EM CAFE ARABICA



RESUMO

SOUZA, Bruna Pereira de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosagiievde 2015.
Cinética de absorcao de nitrato e expressao de genes relacionados ao naistino
e transporte de nitrogénio influenciadas pelo déficit hidrio em café ardbica
Orientadora: Herminia Emilia Prieto Martinez. Coorientadores:lirieveTeixeira
Caixeta e Marcelo Ehlers Loureiro.

Entre os numerosos fatores que afetam a produtividade do cafeeiro, a mainieéad
nitrogenada e a disponibilidade hidrica para as plantas séo fatoresaesseproducao
agricola. O objetivo desta pesquisa foi caracterizar cultivar@€offea arabicaguanto

a capacidade de absorcao de nitrato na fase de muda, em condi¢Besideidetio e

na auséncia de déficit hidrico. O trabalho foi composto por trés experimétdos.
primeiro experimento avaliou-se a cinética de absor¢cao deonikagt cultivares Catuai
Vermelho IAC44, Catuai Amarelo 62, MGS Paraiso MG2, Mundo Novo IAC379-19,
Acaud, Oeiras 6851 e Sarchimor MG8840. Foram determinados, 0s paradetros
absorcdo Wax Km, Cmin, bem como os teores de nitrato na parte aérea e sistema
radicular, transpiracdo e velocidade estimada de absor¢céo de Qitetperimento foi
conduzido em solucéo nutritiva e as plantas foram avaliadas em cende&aeséncia

de estresse hidrico (controle) e em déficit hidrico moderado de -1.5 MPa, impplasto
aplicacado do polietileno glicol 8000. No segundo experimento objetivou-siragal
influencia do déficit hidrico na transcricao diferencial de genesioeidos a absor¢céo

e metabolismo do N. Duas cultivares de café com alta (Catuai AmarelpagMando

Novo) velocidade de absorcdo de nitrato, selecionadas a partir dosdesoldidos no
primeiro experimento, foram submetidas aos seguintes tratamentos: idrdaficrN,

5,0 mmol ! N-NO3) sem déficit hidrico (tratamento controle) e N-suficiente (+N, 5,0
mmol LY N-NOs) com déficit hidrico (-1,5 MPa). No terceiro experimento objetivou-se
avaliar a influéncia do nitrogénio na transcricdo diferencial eteeg relacionados a
absorcdo e metabolismo do N, duas cultivares de café com alta (Cataaél®) e
baixa (Mundo Novo) velocidade de absorcdo de nitrato, selecionadas a partir dos
resultados obtidos no primeiro experimento, foram submetidas aos seguintes
tratamentos: N-suficiente (+N, 5,0 mmott IN-NO3z) sem déficit hidrico (tratamento
controle) e N-deficiente (-N, 0,0 mmolLN-NOz) sem déficit hidrico. Avaliou-se o
perfil transcricional de genes relacionados aos transportadores de (NRES.2 e
NRT1.2) e genes relacionados ao metabolismo do N (NIA2, GLN1.3 e GLT1).8dos tr

experimentos utilizou-se o delineamento em blocos casualizados com triggespe
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As plantas submetidas a estresse hidrico reduziram a transpiracao endenadi %,
independentemente da cultivar. Os parametros cinéticos de absorcaatdevaitaram

entre as cultivares em condi¢cfes de auséncia e presenca de défmit, kliestacando-

se as cultivares Catuai Vermelho, Catuai Amarelo, Catigua M@&ua, Oeiras e
Sachimor que possuem maior velocidade de absor¢cdo em condi¢cdes de auséncia de
déficit hidrico. J& em condi¢Bes de déficit hidrico, a cultivar C&earelo apresentou

a maior velocidade de absorcéo. A cultivar Mundo Novo ndo apresent@¢@dtemnos
parametros cinéticos avaliados quando o déficit hidrico foi imposto. Osegndados
(NRT1.2, NRT3.2, NIA2, GLT e GLN1.3) aumentaram a sua expressao emsplanta
submetidas ao déficit hidrico e a deficiéncia de N, tanto na p&Eea aomo no sistema
radicular das mudas de café. A cultivar Mundo Novo apresentou maior expressao
relativa dos genes NRT1.2, NRT3.2 e GLT em tecidos radiculares 96 h apos a
imposicao do estresse hidrico. Na parte aérea das mudas de café,soBIREhLE e
NRT3.2 foram os que exibiram maior expresséo relativa, as 8 h e 96 hmggo&s;Eao

do déficit hidrico, respectivamente. Os genes NRT1.2, NRT3.2, NIA2 e GLiidgua
deéficit hidrico foi imposto, apresentaram maior transcricdo diéebmo sistema
radicular das plantas. Ja o gene GLN1.3, em condi¢des de déficit hajsresentou
maior expressao na parte aérea das plantas. A deficiéncia de Niindhiar expressao
relativa dos genes NRT1.2, NIA2 e GLT, na cultivar Mundo Novo 96 h apés a
aplicacdo deste tratamento. A cultivar Catuai Amarelo apresergiinomadaptacdo a
condicéo de déficit hidrico. Essa cultivar possui também grande plasticptaténdo

se estabelecer mais facilmente em condi¢cdes com altos ou baires de N, como
também em baixa disponibilidade hidrica. O déficit hidrico provocou majmessao

relativa dos genes estudados do que o tratamento com deficiéncia de N.
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ABSTRACT

SOUZA, Bruna Pereira de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fel0&5.
Nitrate uptake kinetics and expression of genes related to metalism and nitrogen
transport affected by drought in Coffee Arabica. Adviser: Herminia Emilia Prieto
Martinez. Co-advisers: Eveline Teixeira Caixeta and Marcelo Ehlers Loureiro.

Among the many factors affecting the coffee yield, nitrogen ralmautrition and water
availability are essential to agricultural production. The objecfuéis research was to
characterize seedlings of cultivars of Coffea arabica, as tregenuptake capacity in
water stress conditions and in the absence of water deficit. The woiktedrsf three
experiments. In the first experiment there was evaluated tlegeniiptake kinetics of

the cultivars Catuai Vermelho IAC44, Catuai Amarelo 62, MGS Pakéizp, Mundo
Novo IAC379-19, Acaua, Oeiras 6851 and Sarchimor MG8840. There were
determined, the parameters of absorption Vmax, Km, C min, and the nitrate levels in the
shoot and root system, transpiration and estimated rate of nitrate uptiage.
experiment was conducted in nutrient solution and the plants were evaluated unde
conditions of absence of water stress (control) and moderate watétr afefic5 MPa,
imposed by the application of polyethylene glycol 8000. In the secondireepe we
aimed to evaluate the influence of water deficit in differémg@ne transcription related

to absorption and metabolism of N. Two coffee cultivars with high (C#toreirelo)

and low (Mundo Novo) rate of nitrate uptake, selected from the results abtaitiee

first experiment were submitted to the following treatments: Nficsaiit (N +, 5.0
mmol L-1 N-NO3-) without water deficit (control) and N-suféat (N +, 5.0 mmol L-

1 N-NO3-) with water stress (-1.5 MPa). In the third experimenawed to evaluate

the influence of nitrogen in the differential transcription of geedésted to absorption
and metabolism of N, two coffee cultivars with high (Catuai Amarahal) low (Mundo
Novo) nitrate absorption rate, selected from results of the first iexger were
submitted to the following treatments: N-sufficient (N +, 5.0 mmeal IN-NO3-)
without water deficit (control) and N-deficient (N, 0.0 mmol L-1 ND8F) without
water deficit. We evaluated the transcriptional profile of genestecklto nitrate
transporters (NRT3.2 and NRT1.2) and genes related to metabolism ofAQ, (N
GLN1.3 and GLT1). In the three experiments we used the randomized désan

with three replications. Plants under water stress reduced perspiratiorragea36%,

regardless of the cultivar. The kinetic parameters of nitugtiake varied among
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cultivars in conditions of absence and presence of water deficit, hightjghe Catuai
Vermelho, Catuai Amarelo, Catigua MG2, Acaud, Oeiras and Sachittimars which

have higher rate of absorption in the absence of water deficit. dlrea drought
conditions, Catuai Amarelo had the highest rate of absorption. The cWtivado

Novo had no change in kinetic parameters evaluated when the droughmpesed.

The genes studied (NRT1.2, NRT3.2, nia2, GLT and GLN1.3) increased its expression
in plants subjected to water stress and the N deficiency, both in theasldootthe root
system of coffee seedlings. The cultivar Mundo Novo presented higetive
expression of genes NRT1.2, NRT3.2 and GLT in root tissue 96 h after the ioiposit

of water stress. In shoots of coffee seedlings, the NRT1.2 and NRT3.2 geadkaser

that exhibited the highest relative expression, 8 h and 96 h after iropasitdrought,
respectively. The NRT1.2 genes, NRT3.2, nia2 and GLT, when the drought was
imposed, showed greater differential transcription in the root systgiamfs. Already
GLN1.3 gene in water stress conditions, showed higher expression in the shoot.
Nitrogen deficiency induced higher relative expression of geneslNRNIA2 and

GLT in Mundo Novo 96 h after application of this treatment. The Catuadrdim
showed better adaptation to drought condition. This cultivar also haspimstctity,

may be established more easily in conditions with high or low N content, but also in low
water availability. The water deficit caused greater iradaexpression of the genes

studied than the nitrogen deficiency.
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1. INTRODUCAO

O nitrogénio (N) € um dos nutrientes essenciais de maior demanda llnatabo
que mais limita a produtividade das culturas (Lea & Azevedo, 2006). Assiuitivm
de plantas com o objetivo de se obter alta produgcéo de graos ou ainda pra@szir gr
ricos em proteinas requer grandes quantidades de fertilizantes nitmgye®adso de
fertilizantes nitrogenados pelas plantas é geralmente ineficeemdo que 50 a 70% do
N aplicado é perdido no sistema solo-planta (Peoples et al., 1995). Como consequéncia
nas ultimas décadas o incremento em duas vezes na producdo mundialede®slim
agricolas foi alcangado com o incremento em 20 vezes na quantidadélidantes
nitrogenados (Shrawat & Good, 2008).

O aumento no uso de fertilizantes nitrogenados resulta em varios danos
ambientais, como a contaminacdo do lencol fredtico e rios poronisvies &
Sylvesterbradley, 1995) e emissdo de oxido nitroso (Bouwman et al., Zi&a
forma, a eficiencia no uso de fertilizantes nitrogenados € crpeia sustentar a
producdo agricola. A disponibilidade hidrica, por sua vez, reduz a asamniizg
carbono e a absorcdo de nutrientes, prejudicando o crescimento e podends levar
plantas a morte em condi¢c6es mais severas de deficiéncia hidrica.

O nitrato é a fonte mais abundante de N para as plantas. As culturas possuem
baixa eficiéncia de uso dessa fonte devido, entre outros, a lixiviacaon@ausando
assim efeitos deletérios ao ambiente. Levando também em consideralttés osstos
desse fertilizante, existe a necessidade de melhorar a eficéredazir seu emprego a
fim de manter a sustentabilidade agricola (Simmons et al., 2008; Rockstrom et al., 2009;
Foley et al., 2012).

Assim, a necessidade de reduzir os problemas causados por fertilizantes
nitrogenados tem fortalecido a necessidade de melhorar a a#cidacuso de
nitrogénio (EUN) nas culturas agricolas. Isso torna necessario o desemvitvide
cultivares que capturem e assimilem o N de maneira mais egigedendo reduzir a
necessidade de fertilizantes nitrogenados ou aumentar a producao sessalade de
aumentar a aplicacéo de fertilizantes e sem afetar o mdiere (Shrawat & Good,
2008).

Além disso, o N € um dos nutrientes responsaveis pelos altos custos de producéo
agricola e por isso tem recebido muita atencdo nas pesquisas. A reducdo do uso de
fertilizantes nitrogenados pode ser alcancada ndo s6 por meio dadéeinigentes de

cultivo, mas também pelo uso de variedades que tenham uma alta efio@ns=o de
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nitrogénio. O desenvolvimento de tais variedades é favorecido por um melhor
conhecimento das bases fisiologicas e genéticas da eficiéncia no mémogénio

(Hirel et al.,, 2001). Uma abordagem importante é entender a respostanties @
diferentes regimes de N e diferentes regimes hidricos, especialmamndicbes de
disponibilidade limitante, e estudar a nivel fisiologico e moleculaplastas que
apresentam melhor desenvolvimento nessas condi¢des (Kant et al., 2011).

A absorcdo de nitrato pelas células é mediada por proteinas transpertadora
especificas localizadas na membrana plasmatica. Esses transportaderesemern
familia génica NRT Nlitrate Transporte), que, dependendo das concentracdes do ion
no meio operam em alta ou baixa afinidade pelo substrato (Fernandesz& 3006).

Os transportadores de alta afinidade (HATSHigh Affinity Transport System”)

operam em baixas concentragfes desNOpodem ser divididos em dois grupos. Os
denominados constitutivos (CHATS), sdo aqueles que operam a concentracdes de
aproximadamente 0,2 mmot!Los induzidos (iIHATS), os que operam a concentragdes
menores que 0,2 m mmollL Os transportadores de baixa afinidade (LAT9.ew

Affinity Transport System”) atuam em concentra¢des acima de 1,0 mmol.L™* (Siddigi et

al., 1990; Aslam et al., 1992; Aslam et al., 1993). Os HATS e os LAT8oskiicados,
respectivamente, pelas familias génicas NRT2 e NRT1.

Na familia NRT1, foi identificado um transportador, o CHL1 (close homofog
L1 — também conhecido como NRT1.1), que apesar de ser classificado nedsa fami
atua como transportador de dupla afinidade, estando envolvido tanto no sistema de
transporte de nitrato de baixa afinidade , como no de alta afinidadet(lal., 1999;
Camargo et al., 2007; Wang et al., 2012).

Além dos transportadores, outras proteinas envolvidas na absorcdo do nitrato
pela célula tém sido identificadas. A proteina NAR2 (Nitrate Atsiioin Related) foi
encontrada enChlamydomonas reinhardtie apesar de ndo ter seu mecanismo de
atuacdo bem estabelecido, sabe-se que é uma proteina reguladsenaal para o
sistema de absorcéo de nitrato de alta afinidade. Em arabidapsisdppsis thaliana
foram encontrados dois genes, AINRT3.1 e AtNRT3.2, semelhant€s @nhardtii
cuja expressdo foi induzida em até 6 vezes na presenca nitrato. Destasiageriu-se
que € necesséria a presenca da proteina NAR para a ativacao dostadorgsode
nitrato em Arabidopsis. A comprovacdo da necessidade dessa proteina na absorcao f
realizada por meio da injecao de proteinas NRT2 e NAR2 em amcfstabsorcao de
nitrato ocorreu quando as proteinas foram injetadas juntas, quando a imecéo f

realizada contendo somente uma das proteinas, o transporte para odateéloita nao
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foi observado. Estudo realizado por Okamoto et al (2003) em plantas também
confirmaram a necessidade da proteina NAR para que ocorra o transporte de nitrato.

A absorcéo de nitrato, assim como a de outros nutrientes, pode ser gvatiada
meio dos parametros cinéticos de absorcéao, definidos como Vmax (velocidadema
de absorcédo de nitrato por unidade de raiz, ou seja, com todos os transportadores
saturados), k (constante de Michaelis-Menten, que representa a concentracao externa
de nitrato necessaria para que a absorgéo seja metade dg.sg&aGhin (cOncentracdo
externa na qual o fluxo liquido de ions é zero - Rocha et al., 2014). Aaémual para
a obtencao desses parametros € a proposta por Claassen e Barber (1974) usando solucac
nutritiva e condigBes controladas de camara de crescimentomaO€éVa absorcéo
potencial da planta, o «Kreflete inversamente a afinidade do transportador com o
nutriente em estudo.

O N, quando absorvido na forma nitrica, devera ser reduzido a aménig,(NH
para poder ser incorporado a compostos organicos e exercer suas funcdes agetabdlic
ou poder ser estocado no vacuolo (Marschner, 2012).

Nitrato redutase (NR) € a enzima que catalisa o primeiro passo de assimilacao do
nitrato. E bem conhecido que a expressdo de genes NR é rapidamente ipduzido
nitrato em diversas plantas. A NIA2 é um dos dois genes que codificara patatase
do nitrato em plantas, e este gene é predominantemente expresso enveimbas
Além disso, o gene NIA2 é responsavel por 90 % de toda a atividade de N&hida pl
enquanto NIA1 responde pela atividade residual (10 %), este € um genauttomstit
(Price et al., 2004; Gojon et al., 2009).

A proteina glutamina sintetase (GS) esta envolvida no processo de aésimilag
do nitrogénio, ela € responsavel pela assimilacdo primaria de amonagtas
superiores. Ela catalisa a reacdo glutamato, oriundo do ciclo de GaldH," em
glutamina (Epstein & Bloom, 2006). As plantas tém dois tipos de isoenzimas GS
classificadas de acordo a sua localizacdo na célula. A GS1, que reipapriorma
encontrada nas raizes das plantas, esta localizada no citosol eend®82ada nos
plastos/cloroplastos. Em Arabidopsis, as izoenzimas codificadas por GLN1.3 (GS1),
nao é estimulada por aménio, no entanto, sua atividade é significativambiaa por
elevada concentracao de glutamato. Além disso, a expressao da Gabaicaetente
regulada pela disponibilidade de fontes de N e carbono (Morey et al., 2002).

A glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase (GLT1) € uma enzipendente
de NADH (NADH-GOGAT). O NADH-GOGAT GLT1 mRNA é expresso ariveis

mais elevados em raizes do que em folhas. Este padréo de expressaa amrtrast
16



GLU1, o principal gene que codifica Fd-GOGAT, que € mais altanexpieesso nas
folhas e esta envolvido em fotorespiragdo. Estes padrfes de expressacespmifi
orgaos distintos sugere um papel fisiolégico ndo redundante para a NADH-GOGA
produtos do gene Fd-GOGAT.

As enzimas GS/GOGAT desempenham um papel fundamental no metabolismo
das plantas, pois além de representarem a principal via de edwablitrogénio
organico novo, proveniente do ambiente (assimilacdo primaria), tambéaippartda
reciclagem do NH4+ gerado em diversos processos metabdlicos tais como a
fotorrespiracdo, otlirn ovef' de proteinas, o catabolismo de aminoacidos carreadores
de N, reacOes de biossintese envolvendo aminoacidos e a biossintese de lignina -
conversao de fenilalanina em cianamato catalisada pela enzinedaféena amonia
liase.

O déficit hidrico, por sua vez, pode afetar direta e indiretangeatesorcdo de
N. A absorcao pelas plantas é regulada pela disponibilidade na supedicigar, que
depende do conteudo e movimento de agua no solo. O contetdo de agua no solo afeta
crescimento e extensdo do sistema radicular e aquisicdo via igéaycegdicular
depende desse crescimento. Adicionalmente Ne&IMNO3 podem mover-se do solo
para a superficie das raizes por fluxo de massa e difusdo, ambos retEcidgua do
solo. A difusdo parece ser mais importante na absorcdo dé, MH4uanto que o
movimento do N@ depende principalmente do fluxo de massa (McDonald & Davies,
1996).

Pesquisas recentes indicaram que o déficit hidrico altera a nutiigggenada
mesmo quando o N mineral esta totalmente disponivel no solo, resultando em baixa
concentracdo de N na parte aérea que pode culminar em dédi¢@oazalez-Dugo et
al., 2012). Esses autores estudaram o efeito do estresse hidrico em grantizsatouti
15N e PEG 6000, e observaram que além do seu efeito sobre a mobilidaddesdenutr
no solo e sobre o crescimento das raizes, a absor¢do de agua e estadériefiitot
direto na absorcdo e alocacdo de N. Concluiram que o aumento da terisaonbidr
solo leva ao acumulo significativo de N nas raizes, o0 que pode limitatcaagao em
folhas.

Para otimizar a eficiéncia de aquisicdo e uso de nitrogénio € iesspre ele
seja fornecido em concentragdes 6timas e coincidindo com a maxin@dedpadas
raizes de absorvé-lo, o que em tese permitiria alcancar a ppatdgéma por unidade

de N aplicado (Lawlor et al.,, 2001). Para melhorar as praticas tiézdedo, o
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conhecimento dos parametros cinéticos de absorcao e do efeito do défmit sdthrie
a absorcao de nitrogénio de espécies e cultivares sédo pré-requisitos.

O N é de longe o nutriente mais exigido pelo cafeeiro, demandandcatosés
que variam entre 200 e 450 kg/ha/ano (Guimarées et al.,1999), de modo qui® alast
cinética de absorcéo e expressao de genes relacionados a absorcéo esme ey
por cultivares distintas podem fornecer subsidios para os cafeicultores al@sarem
cultivares de interesse para distintos sitios da cafeicultura brasiteira como
adotarem diferenciados regimes de adubacéo para diferentes condic@esnéthtias
podem refletir no uso racional de corretivos e fertilizantes, redazos custos de
producéo, além de contribuir para a manutenc¢éo da sustentabilidade da cafeicultura.

Dessa forma, objetivou-se neste trabalho avaliar a cinética de&dbserqitrato
em mudas de oito cultivares Ge arabicaem condicdes de suficiéncia e déficit hidrico,
bem como avaliar a transcricdo diferencial de genes relaciodadbsorcao (genes
transportadores de NQ) e metabolismo do N (genes que codificam para enzimas do
ciclo de assimilacdo no N), durante o periodo de déficit hidrico eé&tefiaide N em

cultivares de café com velocidades de absorcao deddé@itrastantes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Parametros Cinéticos da Absorcédo de Nitrato

2.1.1. Material vegetal, condi¢cdes de cultivo e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, no municipio de Vigosa (20°45°S,
42°15°W, 650 metros de altitude), Minas Gerais.

Foram utilizadas mudas de cafeeir@. (arabicg das -cultivares: Catuai
Vermelho IAC44, Catuai Amarelo 62, MGS Paraiso MG2, Mundo Novo IAC379-19,
Acaud, Oeiras 6851 e Sarchimor MG8840, obtidas a partir de sementesnpreeia
germinadas em condi¢cbes controladas. Inicialmente removeu-se o pergatasiho
sementes e em seguida elas foram tratadas com hipoclorito de sodio 5 %npoutdS
para controle de possiveis patégenos. Logo apds foram lavadas trés vezes com agua
destilada. Em seguida, 25 sementes foram colocadas para germinar egepajieste
umedecido com agua destilada e mantidas a temperatura de 30 °Cpenader, por
40 dias.

As plantas foram aclimatadas em casa de vegetacdo por quatrcasesnan

caixas de 32 L contendo 30 L de solugéo nutritiva. Os nutrientes aplicacdsisugio
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nutritiva eram provenientes de sais puros para analise e apresentavaguiakese
concentragdes: 5,0 mmofINOz, 0,5 mmol [ P, 3,25 mmol ! K, 1,0 mmol ! Mg,
2,25 mmol L Ca, 2,125 mmol £ S, 23 [imol L™ B, 0,3 [mol L™ Cu, 80 [mol L** Fe,
12 [imol L™ Mn, 0,3 Cmol L Mo e 1,0 [mol L'* Zn. A soluc&o inicial foi de ¥ forca,
com aeracao constante e pH mantido em torno de 5,7 + 0,3.

Apés a aclimatacdo as plantas foram mantidas em caixas contendo 30 L de
solucdo nutritiva e 15 plantas por caixa. A composi¢do da solugdo nutritiva foi a
descrita acima. Foi mantida aeracdo constante nas caixas e a sehmZla a cada
vinte dias. As plantas foram mantidas nessas condi¢cdes por um periodo de 240 dias,
para o crescimento.

Quando as plantas apresentavam aproximadamente 28 cm de altura, anze pare
de folhas, ja emitindo ramos plagiotropicos foram transferidas paracamara de
crescimento com temperatura controlada (23€24 luminosidade de 200 pmolhs?

e unidade relativa entre 56-58 % e submetidas ao fotoperiodo de 12h/12h (luz/escuro)
As plantas foram transferidas para vasos contendo 1,0 L de solugao nutataa/aSo
contendo duas plantas constituiu uma unidade experimental.

Nos primeiros 15 dias, as plantas foram cultivadas em solucdo nutritiva, sem
aplicacdo dos tratamentos para se adaptarem ao ambiente e comuiasesseg
concentracges de nutrientes: 5,0 mméINOs, 0,5 mmol [ P, 3,25 mmol 2 K, 1,0
mmol L't Mg, 2,25 mmol [* Ca 2,125 S, 23 [imol L B, 0,3 [mol L™ Cu, 80 [imol L*

Fe, 12 [mol L™ de Mn, 0,3 [mol L Mo ¢ 1,0 [mol L™ Zn.

Aos 15 dias, ap6s a adaptagdo das plantas ao ambiente, aplicaram-se o0s
tratamentos em sistema hidropdonico, para caracterizagcdo do processo daoatieor
nitrato pela raiz. Primeiramente a solucdo nutritiva foi trogamfeoutra com a seguinte
composicdo: 0,1 mmol'ENOz, 0,05 mmol X P, 0,325 mmol I} K, 0,1 mmol L* Mg,

0,225 mmol L Ca, 0,2125 S, 0,23 [mol L' B, 0,03 Cimol L™* Cu, 0,8 [imol L Fe, 0,12
“mol L de Mn, 0,03 Cimol L™ Mo e 0,1 [imol L™* Zn. Nesse momento também iniciou-
se a imposicao do déficit hidrico.

A deficiéncia hidrica foi imposta utilizando-se o polietileno gliséD0 (PEG
8000), na dose de 355 g'l(Villela & Beckert, 2001), aplicada de forma gradativa
durante quatro dias, obtendo-se ao final da aplicacdo um potencial kidrtoono de -

1,5 MPa. Ao término da aplicacédo do PEG, ou seja, 96 horas depois, as plantas foram
colocadas em vasos 1,5 L contendo 1,0 L de solucdo nutritiva contendo apenas 1,2
mmol L? de N-NQ, fornecido como KN@ com potencial hidrico de -1,5 MPa,

obtido empregando-se a mesma dose de PEG 8000. Duas horas apds a aplicacdo da dose
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de nitrato, quando o estado estavel de absorcéao foi atingido, o conjunto vasoeplanta f
pesado e iniciou-se o0 ensaio de exaustdo, com a retirada de amosditr@smde de
solucdo nutritiva durante 48 horas. A solugéo retirada era reposta com agadadest

Ao final do periodo de 48 horas, o conjunto vaso/planta foi novamente pesado, de modo
determinar a agua perdida por transpiracdo. Apds separou-se agpest@las plantas

do sistema radicular, havendo também a separacéo de raizes firas gnassas. Foi
pesada a matéria fresca de raizes finas e grossas e tambénrifoindetz a area foliar

das plantas.

O experimento foi montado em um esquema em fatorial 8 x 2, sendo orprimei
fator oito cultivares de café (Catuai Vermelho IAC44, Catuai Alm&2 MGS Paraiso
MG2, Mundo Novo IAC379-19, Acaua, Oeiras 6851, IAC 125RN e Sarchimor
MG8840), e o segundo fator dois regimes hidricos (sem estresse hidrico stamsee
hidrico de -1,5 MPa) e trés repeticdes onde cada parcela foi constituida porashtas pl
Todas as coletas de solugéo nutritiva foram feitas respeitando o delineameblocos

casualizados.

2.1.2. Parametros da cinética de absor¢ao:mdx, Km € Gmin

A determinacéo dos parametros cinéticasxKm e Gnin foi baseada no método
proposto por Claassen e Barber (1974), o qual consiste em quantificar a reducédo na
concentracdo de nutrientes da solucdo em funcdo da absorcao pelas HaatssoP
retiraram-se aliquotas de 1,0 mL da solucéo de deplecédo, sendo agodoheiada no
“tempo zero”, antes de colocar as mudas, € as demais em intervalos de uma hora, por
um periodo de 24 h. Apdés, 24 h as coletas passaram a ser em intervalos de 2 h por um
periodo de mais 12 h. Apds, 36 h as coletas foram feitas em intervalos de drh por
periodo de mais 12 h. A Ultima coleta foi efetuada com 48 horas apo0s odaicio
periodo de exaustéo.

Em seguida, separou-se a parte aérea e raiz das plantas, as rames for
separadas em raizes finas e raizes grossas, determinando-se aavesse fraiz com
o auxilio de uma balanca digital (precisdo de 0,001 g). Os teores Ll@rid€entes nas
aliquotas coletadas foram determinados por colorimetria segundo Doatoewsath,
2003. Os teores de nitrato nas solucdes de deplegcéo, em cada tempo de emmostrag
bem como os dados relativos ao volume inicial e final de solu¢cdo nos vasos, e 0 peso de
matéria fresca de raizes finas foram utilizados no softwareti€Gin.0 (Ruiz &
Fernandes Filho, 1992), obtendo-se, desse modo, os valores das constantes cinéticas

Vmax € Km. O valor de Gin foi estimado para o tempo de 48 h de exaustdo a partir da
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equacdao obtida (quantidade x tempo) com o programa Cinética 2.0. As velsaigade
absorgcéo em diferentes concentragdes externas foram calculadasdudise a formula

proposta por Michaelis Menten.

el
Ky + [S]
Em que:
Vo: Velocidade inicial
Vmax Velocidade maxima da reacao
Km: Constante de Michaelis

S: Concentracao de substrato

2.1.3. Determinacéo dos teores de nitrogénio e nitrato no material vegetal

O material vegetal foi seco em estufa com circulacéo de aP@ pbr 96 h, até
gue atingir peso constante. Em seguida pesou-se a matéria seca esatedslizas e
raizes finas foram utilizadas na determinacdo da concentracamti (Bataglia et al.,
1983) e nitrato (Miranda et al., 2001; Doane & Horwath, 2003). O método descrito por
Cataldo et al. (1975) foi utilizado para extracdo de nitrato em fothagizes e a
dosagem foi feita utilizando o método proposto por Miranda et al. (2001); Doane &
Horwath (2003). A leitura foi feita em espectrofotbmetro é&m 410 nm. A
concentracdo de nitrato foi determinada utilizando-se curva padréo de solugao nitra

2.1.4. Andlises estatisticas

Efetuou-se a analise de varidncia de todos os dados coletados, utilizando-se o
teste F |p < 0,05) para verificar a ocorréncia de efeitos significativos dos trattrse
Logo apds, realizou-se o desdobramento da interacdo, quando signifiCatiaézeis
do primeiro fator (cultivares) foram agrupados pelo critério de agruptante Scott-
Knott a 5% e os niveis do segundo fator (déficit hidrico) foram comparadotepts F
(p <0,05) que neste caso é conclusivo.

Os valores das velocidade de absor¢cdo estimada de & funcdo da
concentracdo externa do ion para cada nutriente estudado foram calcoledoase na
quantidade ([imol) de nutriente absorvida pelas plantas em relagdo a unidade de matéria
fresca de raiz, mediante a utilizacdo de aproximacdo grafitesmatica (Ruiz, 1985).
A separacdo das cultivares de café em grupos foi realizada utilizetoi@s das
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velocidade de absorgédo estimada desN@ maior concentracdo do nutriente em
solucdo por meio do agrupamento das médias dos cultivares pelo teste Sco#t-Knott
5%.

2.2. Expressao Génica

2.2.1. Material vegetal, condi¢gbes de cultivo:

O material vegetal foi produzido em casa de vegetacdo do Depamadent
Fitotecnial da Uniersidade Federal de Vigosa, no municipio de Vigosa (20°45’S,
42°15°W, 650 metros de altitude), Minas Gerais.

Utilizaram-se duas cultivares de café contratantes parasa @atuai Amarelo
(Alto Vmay) € Mundo Novo (Baixo Waxy selecionadas no experimento 1. As plantas
foram obtidas e aclimatadas & cAmara de crescimento como descrito no item 2.1.

Aos 15 dias, ap0s a adaptacdo das plantas ao ambiente, iniciou-se a imposi¢ao da
deficiéncia hidrica em sistema hidropdnico. Um terco dos vasos recebeuegnaliet
glicol (PEG 8000) para imposi¢do do déficit hidrico. A dose de 355 (Vlllela &
Beckert, 2001) foi aplicada de forma gradativa durante quatro dias, obteaddisal
da aplicacdo um potencial hidrico de -1,5 MPa. Apos este periodo a solucaeandriti
todos os vasos foi trocada. Os vasos que haviam recebido PEG 8000, receberam solucao
nutritiva com a msma dose do produto de modo a manter 0 mesmo potenasal madr
solugéo nutritiva. Neste momento também foi aplicado o tratamento deigrsti de
N a um terco dos vasos. O terco restante constituiu o tratamento cosgrolegéficit
hidrico ou de nitrogénio.

O material vegetal produzido e condicionado conforme o descrito anterierment
foi empregado em dois experimentos: o primeiro foi montado em esquemaogeat fat
X 2, compostos de 2 cultivares de café (Catuai Amarelo 62 e Mundo Novo IAGB79
e dois tratamentos N-suficiente com déficit hidrico (+N, 5,0 mmbIN-NOs e
potencial hidrico da solucéo nutritiva de -1,5 MPa) e o tratamento coNtsaléciente
sem déficit hidrico (+N, 5,0 mmol£ N-NO3); o segundo experimento também foi
montado em esquema em fatorial 2 x 2, compostos de 2 cultivares deCanféi (
Amarelo 62 e Mundo Novo IAC379-19) e dois tratamentos N-deficiente senit déf
hidrico (-N, 0,0 mmol 2 N-NOz) e o tratamento controle N-suficiente sem déficit
hidrico (+N, 5,0 mmol @ N-NOs). Os dois experimentos foram conduzidos no
delineamento em blocos casualizados com trés repeticdes onde cada @acela

constituida por duas plantas.
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Ao final dos experimentos, foram realizadas coletas de amostrashdeefal
triplicata as: 8, 24 e 96 h ap0s adicdo dos tratamentos e de raipligatdraos: 8 e 96
h apds aplicacdo dos tratamentos. Esse material foi coletado e imedizta
acondicionadoem nitrogénio liquido e armazenado a°@para posterior analise de
expressao génica por PCR em Tempo Real. Todas as coletas de wegetsll foram

feitas respeitando o delineamento em blocos casualizados.

2.2.2. Extracdo de RNA

Folhas e raizes das plantas de café das cultivares Catuai ABarelMundo
Novo IAC379-19, previamente congeladas a -80 °C, foram maceradas sepatadame
em N liquido e destinadas a extragdo de RNA utilizando-se Concert® (bsityo
como extrator, segundo as recomendacOes do fabricante. Foramdasilizeés
repeticbes de cada cultivar. Cerca de 100 mg de material hégetdiquotado em
tubos de microcentrifuga de 2,0 mL de capacidade. Em seguida, adicionfurdede
tampéao de extracdo Concert®. A amostra foi homogeneizada conpadamar 2 min
utiizando um vortex e mantida a temperatura ambiente por 10 min. Depois da
incubacdo, o material foi centrifugado a 15.000 g por 5 mifG © sobrenadante foi
coletado e transferido para novo tubo <contendo 1 mL de fenol
saturado/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1, v/v, pH 4,5). Em seguida, cada
amostra foi centrifugada a 12.000 g por 10 min°& .40 passo anterior foi repetido até
gue o sobrenadante se tornasse totalmente limpo. Entdo, este foi coletam\odnbo
e centrifugado a 12.000 g por 10 min &4 O sobrenadante coletado e transferido para
um tubo de microcentrifuga foi homogeneizado com 1D0de NaCl 5 mol L1 g,
finalmente, adicionou-se um volume de 1 mL de isopropanol a -20 °C. A nfistura
incubada a -20C por pelo menos 10 min, seguindo-se centrifugacdo a 15.000 g por 15
min a 4°C. O sobrenadante foi imediatamente descartado e o pellet enxaguado com
etanol 75 %, e seco a temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido émi&8
agua tratada com DEPC e armazenado &C8&é o momento do uso (Wang et al.,2007
adaptado).

O RNA total foi quantificado com o auxilio do Qubit RNA BR (Life
Technologies) e sua integridade foi avaliada por eletroforese ede gajarose (0,8%)
corado com 1 pL de brometo de etidio (Wilson e Walker, 2000).

2.2.3. Sintese de cDNA
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Cada amostra de RNA foi analisada em triplicata e com o objetiebrdi@ar o
DNA contaminante, foi realizado o tratamento com DNAse | glpara qRT-PCR),
numa reacao contendo os seguintes reagentes: 0,5 U de DNAse | (RQ1 Rid¢ase-F
DNase; Promega); tampéao de reacdo 10X, completando com agulatedeta com
DEPC para o voluménal de 10 [L. Depois, procedeu-se a incubacéo a 37 °C por 45
minutos. A inativacdo da DNAse ocorreu mediante a adicdo de solucéo de(papada
DNase Stop Solution: Promega) e incubacao a 65 °C por 10 minutos.

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit Improm Il (Promega)ataio-se
como base as instru¢des do fabricante. Para cada reacédo forandagiliZa L do
produto do tratamento com DNAse I; 500 ng de oli@¢t8) e 1 [L de dNTPs (10
mmol 39 L'! cada), incubando a 65 °C por 10 min e, depois em gelo por 1 min. Foram
adicionado® L da mistura composta por: 2 [L de tampdo de reacdo 10X, 2L de
MgClz 50 mmol L%, 2 [L de ditiotreitol 100 mmol L, 1 [L de RNAse OUT inhibitor
(Promegan) e 1 ['L de &gua. Apds uma breve centrifugacéo, a solugéo foi incubada a 42
°C por 2 min, e 1,5L da enzima transcriptase reversa Il foi adicionado, seguido de
incubacdo a 42 °C por 1 h. A inativagcdo da enzima ocorreu a 72 °C por 1Bnmin.
seguida, as amostras foram colocadas em gelo. Uma amostra controdegiseima de
transcricéo reversa) foi adicionada e no final foi avaliada a efici@adieacédo por PCR
com primer constitutivo de Riboproteina 35SQearabica

2.2.4. Analise da expressao via PCR em Tempo Real

As sequéncias do genoma de arabidopsis, tomate e uva, relacionadas aos genes
envolvidos com a absorcdo e assimilacdo do nitrato, foram obtidas do NCBI
(www.ncbi.gov) e utilizadas para minerar sequéncias no Projeto B@site Genoma
Café. Os genes usados na mineracdo foram NRTHiteaté transporter 1:2-—
transportador de nitrato transmenbranar, foi utilizada sequenéieagelopsis thaliana
para mineracdoNRT3.2 High-affinity nitrate transporter 3.2-like transportador de
nitrato transmenbranar, foi utilizada sequencia $elanum lycopersicunpara
mineracdo), NIA 2 rfitrate reductase [NADH] 2- codifica para a enzima nitrato
redutase chave na assimilacdo de nitrato em plantas, foi utilizada daquaenc
Arapidopsis thaliangara mineragéo), GLN 1.glutamine synthetase cytosolic isozyme
1.3 - codifica para a enzima glutamina sintetase que esta envolvidainalasio no
nitritato em plantas, foi utilizada sequenciaSt#ganum lycopersicuipmara mineracao) e
GLT 1 (glutamate synthase 1 [NADH]codifica para a enzima Sintetase do glutamato

envolvida na via de assimilagdo de nitrato em plantas. Foi utilizada seqdenatis
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vinifera para mineracdo)Primers que amplificam as sequéncias mineradas foram
desenhados usando o] programa Primer Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)Rgimer 3 As condi¢bes usadas para

o desenho dogrimers foi tamanho aproximado de 19 a 21 bases, Tmelt{ng
temperaturg entre 56 e 60 °C, produzindo amplicons entre 90 e 130 pares de base. Os
primersutilizados estéo descritos no Tabela 1.

A validacdo dosprimers foi realizada pela curva padrao relativa utilizando
amostra do cDNA sintetizado diluida em volume original do cDNA, atililo os
seguintes fatores de diluicdo: 3, 9, 81, 243 e 729, com trés repeticbes patduoeiia
A especificidade das reacdes de amplificacéo foi determinadd petkos produtos da
reacdo de amplificacdo. Foram considerados validgsiogersde equacédo linear com
R2 >98 %, coeficiente de variacdo <10 %, eficiéncia de amplificagiire 96 e 110 % e
Sloop de aproximadamente -3, conforme sugerido pelo fabricante (Applied
Biossystems, Foster City, US).

A analise de expressao relativa foi realizada em equipamento SeepOs
(Applied Biossystems,US), utilizando triplicatas. A analise de dadosifailtilizando
o software Step-One Plus versdo 2.0 (Applied Biossystems, Foster City, US). Os
valores do Ct (treshold cicle) das réplicas foram calculados pelo métedo
quantificacao relativa dos niveis de copia de amplificacao (Ali-Benali, 04I5).

De acordo com o protocolo de reacdo do Real Time, cada reacaonfmsta
de0,2 [imol™* de cadgprimer (senso e antisenso), 0,1 L de dNTPs 5 mmol L%, 2 [L de
tamp&o PCR 10X, 1,2L de MgCl2 50 [mol L%, 2 ['L de SYBR green (100X), 0,4 (L
de ROX, 0,05 'L de Platinum Taq DNA pol 5U/[L (Invitrogen), 0,4 [L de cDNA e
completando o volume pard® 1L com agua. O programa de PCR foi de 90 °C por 5
min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 seg, 58 °C por 1 min. A curva de dissociaca
foi determinada pelas temperaturas de 60 °C elevando em 0,2 °C a cadé atngjia
95 °C. Foram avaliados os materiais vegetais das coletas refer@&t24 a 96 horas
apos aplicacdo dos tratamentos, e na analise dos dados, considerou-se as plantas bem
supridas com N e auséncia de déficit hidrico como controle comparatiexpdassao
relativa do gene.

Para normalizar a expresséao relativa dos genes selecionados fadoplimer
para o gene constitutivo GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydsajepara
folhas e S24 para raizes (proteina ribossomal) por apresentar menopdds&mentre
os tratamentos (Cruz et al., 2010).

Tabela 1.Primersutilizados para o PCR em Tempo Real.
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Sequéncia do Primer

Gene Senso 5°-3’ Anti-senso 5°-3°

Primers Contitutivos
GAPDH AGGCTGTTGGGAAAGTTCTTC ACTGTTGGAACTCGGAATGC
S24 GCCCAAATATCGGCTTATCA TCTTCTTGGCCCTGTTCTTC
Primers Relacionados a Transpotadores de NO
NRT 1.2 AACAAGCTGCAACCATGAACA AGCAAAGGGGATGATGCAAT
NRT 3.2 GTTGGCTTTGGAGGCTTTGT TGCCTTTGTGGGACAGGAAT

Primers Relacionados ao Metabolismo do N

NIA 2 TCCCACGTTGATGCAGAACT ATCGGCAAAATCTCGTCCTG
GLN 1.3 GGCTGGCAAAGGTTATTTCG CCTCATGGCTTCCACACAAT
GLT1 GAAACTCAGGTGCCAAAGCA ACTCATGCCAGCAGCAAAGT

2.2.5. Analises estatisticas

Os resultados de potencial hidrico foliar foram submetidos a analise @eciari
a significancia de 5% de probabilidade e agrupadas pelo critério dpaaggnto de
Scott-Knott a significancia de 5% de probabilidade. As variaveis fisiddgforam
submetidas a analise de variancia a significancia de 5% de probabilidadenéo qua
significativo, os tratamentos com estresse foram comparados ao controtsfpates
de interesse utilizando o teste Scheffé a significAncia de 5% debjiddme. As
cultivares foram agrupadas pelo critério de Scott-Knott a signdiadde 5% de
probabilidade.

Na determinacdo das diferencas estatistica do padrdo de expressdoesos ge
entre as cultivares foi utilizado analise de variancia com fe&té % de probabilidade,

sendo comparadas pelo te$tekeya 5 % de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Parametros cinéticos de absor¢do de nitrato

O déficit hidrico influenciou significativamente nas caractedstteor de nitrato
em folhas e raizes de mudas de café (Tabela 2). As concentragiies fddé nitrogénio
total evidenciaram nutricdo adequada das plantas, variando entre 19,1 a 22.6eg kg
N.

As cultivares Paraiso, Mundo Novo, Acaud e Oeiras exibiram as maiores

concentracdes de nitrato foliar, as cultivares Catuai Amarelo, Cetranelho e
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Catigua formam o grupo das cultivares que exibiram menores teoresatie foliar no

tratamento sem déficit hidrico (Tabela 2). Entretanto, o ddfidiico imposto de -1,5

MPa causou um impacto negativo nas concentracdes de nitrato foliaultieares

Paraiso, Mundo Novo e Acaud. Ja na cultivar Oeiras houve um aumento no teor de

nitrato foliar, com valor 2,3 vezes superior em condicdo de déficit hidrico (Tgbela 2
Quanto ao teor de nitrato radicular, em condi¢des de suficiéncia higrncase

dois grupos distintos formados pelas cultivares, um formado pelas cultivares Parai

Catigua MG2 e Sachimor com alta concentracdo de &0 segundo grupo composto

pelas cultivares Catuai Vermelho, Catuai amarelo, Mundo Novo, Acau#ias ©&m

menor teor deste nutriente no sistema radicular (Tabela 2). daretigbes de déficit

hidrico todas as cultivares apresentaram um incremento no teor radieuN&,

exceto na cultivar Mundo Novo, onde a concentracdo desse nutriente permaneceu

inalterada (Tabela 2). Nessas condic¢des, tem-se 0 grupo das cultivarésAGeixedo,

Catuai Vermelho, Paraiso, Catigud MG2, Acaud, Oeiras e Sachimanaimmteor de

NOs radicular e a cultivar Mundo Novo com menor teor deste nutriente.

Tabela 2.Concentracdo de nitrato (mgRgem folhas e raizes de cultivares de cafeeiro

(Coffea arabicasem e com estresse hidrico (-1,5 MPa)

Estresse hidrico

_ Sem Com Sem Com
Cultivares Teor NG Foliar Teor NG Radicular
mg kg* mg kg*
Catuai Vermelho 13,69 b 16,26 b 22,90 b* 27,37 a*
Catuai Amarelo 12,23 b 12,58 b 22,48 b* 27,48 a*
Paraiso 27,44 a* 10,54 c* 23,82 a* 28,58 a*
Catigua MG2 12,11 b 8,32 ¢ 26,01 a* 30,89 a*
Mundo Novo 23,07 a* 8,66 c* 18,65 b 21,14 b
Acaua 23,44 a* 14,21 b* 21,17 b* 26,17 a*
Oeiras 21,67 a* 49,95 a* 22,58 b* 26,90 a*
Sachimor 12,81 b 11,00 c 25,37 a 26,26 a
Média 15,85 17,12 23,15* 23,15 *
CV (%) 17,84 9,54

Médias seguidas por letras diferentes na coluna difertorcpgrio de agrupamento de Scott-Knott a 5%
e médias seguidas por * diferem na linha pelo tespeF(05).

As plantas submetidas ao déficit reduziram a transpiracdo em méadi de

independentemente da cultivar (Tabela 3). Os valores de transpiracaolttims nas
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cultivares testadas ndo permitiram diferencia-las, pois ndo houvenddeentre as
mesmas> 0,05) (Tabela 2).

Tabela 3. Transpiracéo foliar (ml crf) de cultivares de cafeeir@¢ffea arabichsem e

com estresse hidrico (-1,5 MPa)

Estresse hidrico

Cultivares

Sem Com
Catuai Vermelho 0,26 0,17
Catuai Amarelo 0,17 0,13
Paraiso 0,24 0,13
Catigua MG2 0,27 0,18
Mundo Novo 0,19 0,13
Acaua 0,24 0,13
Oeiras 0,22 0,15
Sachimor 0,24 0,15
Média 0,22 * 0,14*
CV (%) 22,44

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferecpério de agrupamento de Scott-Knott a 5%
e médias seguidas por * diferem na linha pelo tespe<F(05).

A absorcdo de nutrientes pelas plantas pode ser descrita por parametros
cinéticos: \hax (maxima velocidade de absorcdo do nutriente por unidade de raiz), K
(concentracdo externa na qual a velocidade de absorcédo é a deetadgima) e Gin
(concentragdo externa na qual o fluxo liquido de ions é zero).

A velocidade méxima de absorcdo de nitrateag/foi influenciada pelo déficit
hidrico e cultivares (Tabela 4). Os parametros cinéticos variam, yaine@nte, em
funcdo do gendtipo, uma vez que constituem caracteristicas da puignia e que
conferem & mesma maior ou menor capacidade de absor¢cdo do nutrientel@adama
concentracdo no meio externo. Um gendtipo ou uma espécie sdo considecatussef
na absor¢cdo de um determinado nutriente, quando 0s mesmos apresentaretnogaram
cinéticos que os qualificam como tal (Ali et al., 2010; Brix et al., 28t@pninger et
al., 2013).

Tabela 4.Valores de Wax Km € Gnin de cultivares de cafeeir@€¢ffea arabichsem e
com estresse hidrico (-1,5 MPa)

Estresse hidrico
Sem Com Sem Com Sem Com
Vmax Km Cmin
‘mol gt ht Cmol L Cmol L

Cultivares
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Catuai Vermelho 4,14 a* 0,84 c* 309,56a* 79,19* 52,48b* 21,97*
Catuai Amarelo 4,49 a* 2,92 a* 209,82b* 104,06* 16,33 c 17,54
Paraiso 2,71 b* 1,79b* 246,23b* 141,45* 4554b 49,30
Catigua MG2 3,35 a* 1,03 c* 239,09b* 115,24* 52,52b 35,03
Mundo Novo 1,48 ¢ 1,03 ¢c 67,47 c 76,19 13,74 c 25,10
Acaua 3,90a* 2,15b* 24468b* 113,32* 36,19c¢c 29,37
Oeiras 3,95 a* 2,11 b* 33259a* 131,55* 90,80a* 38,83 *
Sachimor 3,75a* 0,97 c* 240,79b* 73,17 * 21,13¢c 24,28
Média 3,47 * 1,60 * 236,28* 104,27* 41,09* 30,18*
CV (%) 19,28 26,14 37,58

Médias seguidas por letras diferentes na coluna difeedorcpitério de agrupamento de Scott-Knott a 5%
e médias seguidas por * diferem na linha pelo tespe<F(05).

O déficit hidrico causou reducdo de aproximadamente 54 %mdamédia das
cultivares. Somente para a cultivar Mundo Novo @ Mh&o se alterou (Tabela 4).
Pode-se observar um grupo formado pelas cultivares Catuai vermelho,ADaauelo,
Catigua MG2, Acaua, Oeiras e Sarchimor que possuem uma alta vedociga
absorcdo, um formado pela cultivar Paraiso que possui uma velocidatisodgia
intermediaria e um outro pela cultivar Mundo Novo que possui uma baixa velocidade de
absorcéo na auséncia do déficit hidrico.

O valor da Wax €& um indicativo da absorgdo maxima de um ion quando houver
saturacao de todos os sitios dos carregadores nas raizes, ou quando o giegalbocarr
atinge um maximo. Desse modo, pode-se sugerir que as cultivares que fognago o
com alta velocidade de absorcdo possuem maior concentracao de sitios d® alesorca
N-NOz que os demais materiais genéticos, ou que o giro destes carregadores na
membrana plasmatica apresentam maior velocidade, indicando que, provaeelment
essas cultivares apresentam maior potencial para responder a maior@aeém@estem
fertilizantes nitrogenados.

Uma planta eficiente no processo de absor¢cdo de um dado nutriente deveria ter
alto Vimax € baixos valores paramKe Gnin (Marschner, 2012). Pode-se observar esse
comportamento, entre as cultivares avaliadas neste estudo em condicoes ailesé
déficit hidrico, nas cultivares Catuai Amarelo, Acaua e Sachinadre{a 3). A cultivar
Mundo Novo, apesar de apresentar baixos valores.de ®presenta valores muito
baixos de k. e Gnin, que podem compensar esse baixax{Tabela 4).

A cultivar Mundo Novo com menor pnx pode apresentar uma menor
capacidade no aproveitamento Mem condi¢cdes de alta ou baixa disponibilidade do

nutriente no solo, como também esse comportamento indica a provavel ocatgncia
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uma saturacdo dos carregadores em nivel radicular, tornandarnover dos
carregadores desta cultivar mais lento. A cultivar Paraissepoa um valor de ax
intermediario, e esse comportamento pode ser considerado mais interesspohto

de vista nutricional, pois, de acordo com Furtini et al. 1996, plantas que apnesent
valores intermediarios de n¥x parecem refletir um mecanismo mais apurado na
absorgcéo do nutriente, uma vez que pode ocorrer a regulagcdo do seu apenieita
evitando excesso de absorcao que poderia ocasionar uma eventual toxidez.

Quando o déficit hidrico foi imposto verifica-se Catuai Amarelo coma alta
velocidade de absorcéo, ou seja, manteve uma alta velocidade de alpsesgéo
quando foi submetida a uma condicdo seca, isso pode indicar que essa éiuvana cul
promissora, pois mesmo quando submetida a essas condi¢fes ela continua com um alto
Vmax De acordo com Salinas & Sanchez (1976) altos valoresh,des@o esperados
para genotipos desenvolvidos em condicdes de elevada fertilidade, como tadibam
provavel ocorréncia de um maior nimero de carregadores em nivelagdicylque o
turnoverdos carregadores dessa cultivar seja mais rapido se comparado com as demais
cultivares (Furtini Neto, 1996).

As cultivares Paraiso, Acaua e Oeiras formam o grupo das cultivame¥ e
intermediario e as cultivares Catuai Vermelho, Catigua MG2, Mundo Noarchi®or
com baixo \hax, quando sdo submetidas & condicdo de baixa disponibilidade hidrica
(Tabela 3). A cultivar Mundo Novo apresentou um comportamento diferenamdo e
relacdo as demais cultivares. Mesmo quando o déficit hidrico foi impastoaelteve o
seu hmax Na condicdo de estresse observa-se que a cultivar Catuai Amaesiendgpu
Vmax Superior as outras cultivares (Tabela 4).

O déficit hidrico (-1,5 MPa) causou reducdo na constante de MichaelisiMente
(Km) de 55,9 % na média das cultivares, sendo que todas cultivares avaliadas tivera
reducdo nessa variavel, exceto a cultivar Mundo Novo que ndo apresentou iglesfica
nos valores de K(Tabela 4).

O valor de Kk, representa a concentracdo de nutriente/ion em solugéo na qual &
alcancada a metade da velocidade maxima de absorcao, de forma que, qunanto me
seu valor, maior serd a afinidade do ion com os sitios de absorcédo (Marschner, 2012).
Desta forma, a cultivar Mundo Novo mostrou o menor valor geed condigdes de
auséncia de déficit hidrico, ou seja, as proteinas transportadorassdeaN@embrana
plasmatica das células radiculares dessa cultivar apresentamatizidede por esse
nutriente. Segundo Anghinoni et al. (1989), menores indicesn@eGain S80 esperados

para genotipos mais adaptados a condi¢des de baixa fertilidade de solo.
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As cultivares Catuai Amarelo, Paraiso, Catigua MG2, Acauad diSarcque
apresentaram Kintermediario, e o grupo formado pelas cultivares Catuai Vermelho e
Oeiras apresentaram um alte, Ka auséncia de déficit hidrico (Tabela 4). A cultivar
Mundo Novo mostrou-se com valores inferiores deéfn condigdo de auséncia de
deéficit hidrico, porém em condicbes de estresse a cultivar apresentousvalore
semelhantes (Tabela 4). Desta forma, ela apresentou um mesmo CoMptor {2ene as
varaveis \hx, Km € Gnin €m ambas condi¢des de disponibilidade hidrica. Valores baixos
de Kn indicam que maior é a afinidade entre os sitios de absorcdo e o iors N-NO
porém, o baixo valor desta variavel apresentado pela cultivar Mundo Noveené&o
traduziu em altas velocidades de absorcao (Tabela 4).

A eficiéncia de absor¢édo de um nutriente em baixa concentraggmugao do
solo sera tanto maior quao maior for @a¥e menor o k. Sendo assim, as cultivares
Catuai Amarelo, Catigua MG2 e Sarchimor apresentam eficiente absteqitrato em
condi¢cdes de auséncia de déficit hidrico (Tabela 4). Por outro laddtivearcundo
Novo com menor k seria mais eficiente na absor¢do de nitrato numa condicdo de
menor disponibilidade do ion sob condi¢cbes de auséncia de déficit hidrico.

No tratamento auséncia de déficit hidrico observa-se a cultivarsGmira um
alto Gnin, um grupo formado pelas cultivares Catuai vermelho, Paraiso e Qd@Ria
com um Gn intermediario e outro grupo formado pelas cultivares Catuai Amarel
Mundo Novo e Acaud com baixomfs (Tabela 4). A concentracdo minima é um
parametro cinético que mostra o potencial da planta para extrair enteitda solucéao
do solo (Marschner, 2012), sendo que menores valores sao atribuidos a plantas capazes
de extrair de concentra¢cdes mais baixas de nutrientes na solu¢do do solo e do ponto de
vista pratico, um maior potencial para cultivo em condi¢c6es de bapardbilidade do
nutriente no solo. Neste contexto, observa-se, que as cultivares Sarchimoi, Catua
Amarelo, Mundo Novo e Acaua conseguiram extrair 0 maximo de N-N&®solucéo
nutritiva no periodo de 48 horas, em funcdo dos seus baixos valores.dga@om a
imposic¢ao do déficit hidrico, os valores deifd®btidos com as cultivares testadas ndo
permitiram diferencia-las, pois ndo houve diferenca estatigtie®,05) (Tabela 4).

Na comparagdo entre os tratamentos houve diferenca apenas nas cultivares
Catuai Vermelho e Oeiras havendo uma reducaonio(Tabela 4), indicando-nos que
essas cultivares em condicdes de déficit hidrico conseguem aumentgobeseial de
extracado de nitrato do solo. Em areas com baixa disponibilidade de nitrogénio, a cultivar
Oeiras nédo seria interessante, pois apresentou um @kojd&cultivares como Catuai

Amarelo e Sarchimor, cultivares com menores valores.ies€iam atraentes, pois sao
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capazes de operar o0 mecanismo de absorcao de nitrato até conesneaiivamente
baixas desse nutriente em solugéo.

Desta forma, quanto aos parametros de cinética de absorcéo paetcoenit
condicbes de déficit hidrico de -1,5 MPa, considerado um estresse moderado para
cultura do cafeeiro, percebe-se que as cultivares Catuai Vermelho e Oeirasaprasent
reducdo nas trés variaveis analisadas, ou seja, houve reducdexcaripensada por
reducdo também nonKe Gnin. As cultivares Catuai Amarelo, Catigua MG2, Paraiso,
Acaué e Sarchimor apresentaram reduc¢do fi@ & Km, € ndo apresentam diferenga no
Cmin entre os tratamentos. E a cultivar Mundo Novo n&o apresentou diferenca em
nenhum dos parametros analisados entre os tratamentos.

Uma cultivar eficiente nutricionalmente na absorcdo de nitrato € aquela
apresenta uma alta taxa inicial de absorcao de nitrato, decaodeeiaiéa afinidade do
carregador com o nitrato (baixom)K e alcanga uma concentragcdo minima baixa,
absorvendo o maximo possivel do nitrato da solucdo do solo (Nielsen & Barber, 1978).
Nesse contexto, a cultivar Catuai Amarelo seria a cultivar de café maior
flexibilidade para se adaptar a solos com altos ou baixos teores de (liabela 4).

Além dessas vantagens, o baixo valor dg &presentado por esta cultivar destaca a sua
capacidade para operar o mecanismo de absorcdo de nitrato até cobeentrac
relativamente baixas desse nutriente em solucdo em relacdo as dalinzares de
café, esse comportamento pode ser percebido nas duas condi¢cdes expeldesrtais
estudo.

Os valores de K e Gnin exibidos pelas cultivares, quando o déficit hidrico foi
Imposto, ndo mostrou diferenca entre as mesmas (Tabela 4), isso pode indicargjue essa
cultivares apresentam semelhantes eficiéncias de absorcéo serM©@ondicbes de
baixa a média concentracdo desse nutriente na solucdo em condi¢cdesa aesééficit
hidrico.

Quando o suprimento dos nutrientes ndo é limitante, o paramgik@\bd que
mais influencia a quantidade absorvida desses nutrientes pelas plantas. Contudo, quando
0 suprimento pelo solo é limitante, como ocorre em solos com baixas coribeslac
nutrientes ou em periodos de déficit hidrico, & @esempenha grande influéncia na
absorcao (Horn et al., 2006). Assim, pode-se concluir que as cultivares Catualchma
Mundo Novo, Acaua e Sarchimor possuem uma alta capacidade de extracdatale nit
em solos pobres nesse nutriente (Tabela 4).

Ressalta-se, na Figura 1, que o efeito conjunto fle &/ K, representado pela

velocidade de absorcdo estimada desNgn funcdo da concentracdo externa do ion,
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mostra que a cultivar Catuai Amarelo apresentou maiores valores dedablégugda,

guando comparados com o0s obtidos pelas demais cultivares, em condi¢cdes de auséncia
de déficit hidrico. Observa-se também um grupo formado pelas cultiCaiesi
Vermelho, Catigud MG2, Acaud, Oeiras, Paraiso e Sarchimor comidaelec
intermediaria e a cultivar Mundo Novo com baixa velocidade liquidaana fde
concentracdes externas empregadas (Figura 1).

A maior velocidade de absorcdo estimada apresentada pela cultivar Catuai
Amarelo é implicagdo do seu altany e baixos valores denke Gnin (Tabela 4), como
mencionado anteriormente, confirmando sua maior eficiéncia em naaabesorcao de
NOsz em condi¢cdes de alta ou baixa disponibilidade de nitrato em solugdo. Esta
observacédo € muito importante, uma vez que evidencia a grande plasticicdadtesda
Catuai Amarelo para se ajustar as diversas condicfes edaficas @® dermaior ou
menor disponibilidade de NCGe agua no solo.

A cultivar Mundo Novo devido, principalmente, ao menor valor dgxV
apresentado, constitui o grupo que apresentou menor velocidade de absorgcédo estimada
de NQ (Figura 1), sugerindo que essa cultivar pode apresentar menor capacidade de
absorver o N@ em condic¢des tanto de alta como de baixa disponibilidade do nutriente

guando comparada a cultivar Catuai Amarelo.
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Figura 1: Absorcdo de N@ por raizes de cultivares de cafénpl g h'l), cultivadas
em condi¢cdo de suficiéncia hidrica, com a variacdo da concenteat@ma do ion
(Cimol LY.

Observa-se na Figura 2, a formagéo de trés grupos de velocidade deoatbsorca
NOs em condigbes de déficit hidrico. Um grupo formado pela cultivar Catuarélo
com alta velocidade de absor¢éo deslN@utro formado pelas cultivares Paraiso, Acaua
e Oeiras com velocidade de absorcao intermediaria deeNfdtro grupo formado pelas
cultivares Catuai Vermelho, Mundo Novo e Sarchimor com baixa velocidade d
absorcao de N©em condigdes de déficit hidrico moderado.

A cultivar Catuai Amarelo exibiu maior velocidade de absorcdo de NO
estimada quando o déficit hidrico foi imposto, ou seja, ela manteve essasristicas
mesmo com a imposi¢cao do déficit hidrico, em virtude do seu alto valon#e \do
baixo valor de Gin (Tabela 4). Apesar dessa cultivar ndo ter apresentado um baixo
valor de kn em condi¢gbes de déficit hidrico, comparativamente as demais cultivares
(Tabela 4), foi observada maior velocidade de absor¢céo estimada madicuNCs,
sugerindo que outros mecanismos possam estar envolvidos na eficiéncia de absorcéao de
NOs™ por esta cultivar em condigdes de auséncia de déficit hidrico.

Devido a grande limitagdo ao crescimento, desenvolvimento e produtividade da
cultura do cafeeiro causada pela deficiéncia de N e defiaiéridrica, selecdo de
cultivares de café com comportamento similar ao da cultivar Catozdrédo é
importante para maior eficiéncia na recuperacdo do nutrienteadplie reducdo de
custos com a adubacédo nitrogenada, como também para enfrentar periselces skEm

comprometer a producao de biomassa.
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Figura 2: Absorcdo de N@ por raizes de cultivares de cdfénol g h'l), cultivadas

em condicdo de déficit hidrico moderado (-1,5 MPa), como a variacéondantracao
externa do ion {mol L™Y).

Cafeeiros jovens cultivados sem restricdo hidrica apresentard¥ absorcao
de nitratoem condi¢Bes de auséncia de déficit hidedendo entre 1,48 e 4,49 [mol h’
! por g de matéria fresca de raiz, enquanto que em déficit hidriceaadev/absorcéo de
nitrato variam entre 0,97 e 2,92 [imol h'! por g de matéria fresca de raiz.

Cafeeiros jovens cultivados na auséncia de déficit hidrico apresentade K
absorcao de nitrato variando entre 67,5 a 332@ L, enquanto que os submetidos a

déficit hidrico apresentampKvariando entre 73,2 e 141,5 [imol L.

3.2. Expressédo Génica

A expressdo do gene NRT 1.2 em folhas e raizes variou até o valor de
aproximadamente 4 entre os tratamentos, exceto a expressao do gene d@s ra
cultivares apos 96 horas em condicao de déficit hidrico e em defeci@maiitrogénio
(Figura 3 e 4).
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Figura 3: Expresséo relativa do gene transportador de N (NRT1.2) ensft¥)ae raizes (B)
de mudas de café das cultivares Catuai Vermelho e Mundo Novo, sidmresi déficit hidrico
de -1,5 MPa (potencial hidrico na solu¢éo da nutrit¥av| -1,5 MPa), em diferentes tempos: 8
e 96 apéds aplicacao do tratamento. Barras de erro indicam o dréom pa média. Barras com
letras maiusculas distintas indicam diferenga entre as an@fwdentro do tratamento estresse
hidrico, pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.

Na folha observou-se que nédo houve diferenca da expresséo do gene NRT 1.2
entre as cultivares, independentemente do tempo apos a imposicdo do estriesse hidr
(Figura 3A). Na raiz constatou-se maior expressao desse gene na dllingo Novo

comparado a cultivar Catuai Amarelo ap6s 96 horas em déficit hidrico (Figura 3B).

Sob condicdo de déficit de nitrogénio houve diferenca significatiie es
cultivares na expressao do gene NR 1.2 nas folhas analisadas 8 horas apds colocadas
nesta condicdo (Figura 4A). A expressdo do mesmo gene na raiz foi syyeeaca
cultivar Catuai Amarelo as 8 horas e inferior as 96 horas ap0s aaplida tratamento

de deficiéncia de nitrogénio (Figura 4B).
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Figura 4. Expressao relativa do gene transportador de N (NRT1.2) ensf)ae raizes (B)
de mudas de café das cultivares Catuai Vermelho e Mundo Novo, sidsretileficiéncia de
nitrogénio, em diferentes tempos: 8 e 96 apds aplicacdo do tratarBarras de erro indicam o
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erro padrdo da média. Barras com letras mailsculas distimiicam diferenca entre as
cultivares dentro do tratamento estresse hidrico, pelo teste Tak#yde probabilidade.

O gene NRT 3.2 foi expresso com variacdo na folha e raiz inferiorna 4,
estresse hidrico e de nitrogénio em ambas as cultivares e nos dois temayalsadao,
com excecdo da maior expressdo no sistema radicular da cultivar Mwvdoelh
condicdo de déficit hidrico (Figura 5 e 6). A expresséo destengefotha foi maior na
cultivar Catuai Amarelo apds 96 horas em condicdo de déficit hidricao esnd
diferenciou entre as cultivares quando avaliadas as 8 horas apés o iemagdo de
déficit (Figura 5A). A expressdo avaliada no sistema radiculastrou valores
superiores na cultivar Mundo Novo apés 96 h (Figura 5B).

EE Catuai Amarelo -1,5 MPa EE Catuai Amarelo -1,5 MPa A

16 { [ Mundo Now -1,5 MPa 16 { [ Mundo Now -1,5 MPa :L
» 2 1
g 14 4 % 14
[]
L 42 'E 12 4
QE, o

i (] 4
B ER
o ok
X 8- & % 84
xz °
o S 1
© 64 ® 6
3 o
¢ g
3 41 X 44
w w
4 A 24 A B
2 A A - B A l—:l -
0- 0 .
8h 96 h 8h 96 h
Tempo A Tempo B

Figura 5: Expressao relativa do gene transportador de N (NRT3.2) ensf)ae raizes (B)
de mudas de café das cultivares Catuai Vermelho e Mundo Novo, sudsredi déficit hidrico
de -1,5 MPa (potencial hidrico na solu¢éo da nutrit¥av| -1,5 MPa), em diferentes tempos: 8
e 96 apéds aplicacao do tratamento. Barras de erro indicam o drém pa média. Barras com
letras maiusculas distintas indicam diferenga entre as an@§wdentro do tratamento estresse
hidrico, pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.

Na condicdo de deficiéncia de nitrogénio a cultivar Mundo Novo mostrou-se
superior na expressdo do gene NRT 3.2 nas folhas 8 e 96 horas apds a imposi¢do da
condicéo de reducéo da disponibilidade de nitrogénio (Figura 6A). No sistéitidan
ocorreu expressdo do gene superior na cultivar Catuai quando avaliou-setas pla
decorrido 8 horas destas em déficit de nitrogénio (Figura 6B). Apos 96 horas na
condicdo de deficiéncia de nitrogénio as plantas de café apresentaram expressédo do gene

NRT 3.2 nas raizes que nao de diferiu entre as cultivares (Figura 6B).
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Figura 6: Expressao relativa do gene transportador de N (NRT3.2) ensf)ae raizes (B)
de mudas de café das cultivares Catuai Vermelho e Mundo Novo, sidsretieficiéncia de
nitrogénio, em diferentes tempos: 8 e 96 apds aplicacdo do tratafBantas de erro indicam o
erro padrdo da média. Barras com letras mailsculas distimiicam diferenca entre as
cultivares dentro do tratamento estresse hidrico, pelo teste Tok¥#yde probabilidade.

Em condic¢des de reduzida disponibilidade de agua a expressao relativa do gene
NIA2 em folhas foi maior na cultivar Catuai Amarelo nos dois tengstsdados
(Figura 7A). Entretanto, a expressao na raiz as 96 horas apésaga@plio tratamento
da cultivar Catuai Amarelo foi inferior a cultivar Mundo Novo (Figura 7B).
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Figura 7: Expressao relativa do gene relacionado ao metabolismo do N NIA8sS&ida
enzima Nitrato Redutase (NR) em folhas (A) e raizes (B) de mudas ddasaté@ltivares Catuai
Vermelho e Mundo Novo, submetidas ao déficit hidrico de -1,5 MPa (pattdridrico na
solugdo da nutritiva¥w| -1,5 MPa), em diferentes tempos: 8 e 96 apos aplicacdo do
tratamento. Barras de erro indicam o erro padrdo da médieasBemm letras mailsculas
distintas indicam diferenca entre as cultivares dentro damemnto estresse hidrico, pelo teste
Tukey a 5 % de probabilidade.

Na condicéo de deficiéncia de nitrogénio, no tempo de 8 horas aposaga@plic
do tratamento, as cultivares ndo mostraram diferenca na expred$b2dsos tecidos
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foliares. Em 96 h ap0s a imposicéo da deficiéncia de N, Catuai Amarelmwmasta
maior expressdo de NIA2 nas folhas (Figura 8A). No sistema radioolsse maior
expressédo da cultivar Mundo Novo 96 horas apés o inicio da condi¢do de defbéncia
nitrogénio (Figura 8B).
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Figura 8: Expresséo relativa do gene relacionado ao metabolismo do N NIA8sSida
enzima Nitrato Redutase (NR) em folhas (A) e raizes (B) de mudas deasatéltivares Catuai
Vermelho e Mundo Novo, submetidas a deficiéncia de nitrogénio, enertiés tempos: 8 e 96
apos aplicacdo do tratamento. Barras de erro indicam o er@opdalimédia. Barras com letras
mailsculas distintas indicam diferenca entre as culiwéeatro do tratamento estresse hidrico,
pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.

Esse gene é responsavel pela producdo da enzima nitrato redutase, importante

enzima do ciclo do nitrogénio, 0 mesmo € um gene estrutural e o seudeivel
transcricdo é controlado pela luz. A atividade desta enzima depemi&Did, sendo

gue o RNA mensageiro (MRNA), do gene NIA 2 em Arabidopsis, tem taasisaricao
induzida pelo nitrato (Konishi & Yanagisawa, 2011), mas ndo € um pré-requisito
absoluto para a expressao do gene (Mazidet al., 2012). Desta formaijtdidisfco e a
deficiéncia de N aumentaram a expressao do gene NIA e consequentizmmdigen
aumentou a abundancia do seu mRNA, tanto na parte aérea como no sidieu ra

de mudas de café. Assim, 0 aumento na expressao relativa do gene NldtRajna
sintese da enzima nitrato redutase, sugere que a concentracao demtsaiucio e a
deficiéncia hidrica nas plantas pode exercer um controle transcridesta gene (Lian

et al.,, 2005). A maior inducdo do gene NIA2 na cultivar Mundo Novo, 96 h apés
aplicacdo dos tratamentos, pode indicar medida adaptativa, e nessas coaelicbes
estresses haveria aumento da reducédo do nitrato em seu sistema radicular.

A expressdo do gene GLT apresentou variacdo até aproximadamente 2,6,
obtendo valores superiores somente a cultivar Mundo Novo as 96 horas apds a
aplicacdo da deficiéncia hidrica e de nitrogénio (Figura 9 eAl€)ltivar Mundo Novo
obteve maior expressdo do gene GLT na folha nos dois tempos de avaliggéga (F
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9A). A mesma cultivar também apresentou valores superiores na raimpo tkee 96

horas de déficit hidrico (Figura 9B).
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Figura 9: Expressao relativa do gene relacionado ao metabolismo do N GLTAsSid&a
Glutamina Oxoglutarato Aminotransferase (GOGAT) em folhas (Agises (B) de mudas de
café das cultivares Catuai Vermelho e Mundo Novo, submetidadieib lii@rico de -1,5 MPa
(potencial hidrico na solucdo da nutritigdw| -1,5 MPa), em diferentes tempos: 8 e 96 apds
aplicagéo do tratamento. Barras de erro indicam o erro padracdia.Barras com letras
maiusculas distintas indicam diferenca entre as culiwéeatro do tratamento estresse hidrico,

pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.

Os valores da expressdo do gene GLT das cultivares em deficiéncia de

nitrogénio foram inferiores a 2, sendo superior a esse valor somer{gessao na

cultivar Mundo Novo aos 96 horas (Figura 10). Nas folhas a deficiéncia de nitrogé

resultou em maior expressdao do gene GLT na cultivar Catuai Amareldo foi

observado diferenca entre as cultivares no tempo de 8 horas de deficiégara (F

10A). A cultivar Mundo Novo apresentou expressao superior no sistema radicular se

comparada a cultivar Catuai Amarelo apos 96 horas de duracdo do ritatatae

deficiéncia de nitrogénio (Figura 10B).
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Figura 10: Expresséo relativa do gene relacionado ao metabolismo do N GLitAs8ida

Glutamina Oxoglutarato Aminotransferase (GOGAT) em folhas (Adizes (B) de mudas de
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café das cultivares Catuai Vermelho e Mundo Novo, submetiddici@igia de nitrogénio, em
diferentes tempos: 8 e 96 apos aplicacdo do tratamento. Baregigo indicam o erro padrdo da
média. Barras com letras mailsculas distintas indicam diarentre as cultivares dentro do

tratamento estresse hidrico, pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.

O gene GTL1 codifica para a enzima glutamato sintase (GOGéd tatalisa a
conversao, dependente de poder redutor, de glutamina e 2-oxoglutarato em duas
moléculas de glutamato. A isoforma da GOGAT codificada por este dependente
de NADH, em Arabidopsis é encontrada principalmente em tecidos néo ritdices
como sementes e raizes (Irland & Lea, 1999). Em cafeeiro foi eadord mRNA do
gene GLT1 que codifica para esta enzima tanto em raizes cofothas) 0 que sugere
a presenca desta enzima em tecidos fotossintetizantes e nao fotossintetizantes do café.

O gene GLN 1.3 foi expresso nas cultivares Mundo Novo e Catuai Amarelo com
variacdo de até aproximadamente 3 em condicdo de déficit hidrgargFl1). A
cultivar Mundo Novo apresentou expressao superior a cultivar Catuai Amarelo na
avaliacdo realizada 96 horas apds a aplicacédo do tratamento dehdéfico (Figura
11A). No sistema radicular ndo foi constatada diferenca entre awa@sgdt
independentemente do tempo analisado (Figura 11B).
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Figura 11: Expresséao relativa do gene relacionado ao metabolismo do N Siat€atamina
Sintetase (GS) em folhas (A) e raizes (B) de mudas de caféuttavares Catuai Vermelho e
Mundo Novo, submetidas ao déficit hidrico de -1,5 MPa (potencial hidricechegdo da
nutritiva ((¥w| -1,5 MPa), em diferentes tempos: 8 e 96 apés aplicacao dodratarBarras de
erro indicam o erro padrdo da média. Barras com letras ma@atistintas indicam diferenca
entre as cultivares dentro do tratamento estresse hidrico, tgsl® Tukey a 5 % de
probabilidade.

A outra isoforma da GOGAT é dependente de ferredoxina e sua expressao €
baixa em tecidos radiculares e mais abundante em folhas. A ativitadNADH-
GOGAT é 2-25 vezes mais baixa do que a de Fd-GOGAT (Suzuki 20@1). Estudos
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genéticos de gls (mutantes para o gene Fd-GOGAT) em Arabidopsisrawsiue
NADH-GOGAT foi incapaz de substituir a deficiéncia de Fd-GOGgdgerindo que
NADH-GOGAT realiza uma funcdo metabodlica distinta. Foi propostaafunge
NADH-GOGAT na exportacdo de glutamina de tecidos e raizes sabes@ara 0
floema. Também foi sugerido que NADH-GOGAT tem papel importante na assimilaca

de nitrogénio primario no sistema radicular da planta (Ishiyama et al., 1038)mento

na expressao desse gene nas cultivares Catuai Amarelo e Mundo Novo em condi¢des de
estresse hidrico e nutricional pode indicar uma possivel estratégia das plantas de café
para exportar glutamina das raizes e folhas completamente expandidas pasa outra
partes da planta.

A expressao do gene GLN 1.3 nas cultivares em condi¢do de deficiéncia de
nitrogénio nao ultrapassou o valor de 2 nas avaliacdes das folhas e do sistemamadicul
nos dois tempos de duracdo da deficiéncia (Figura 12). Nas folhas observou-se maior
expressdo na cultivar Mundo Novo com 8 horas de deficiéncia e na cultivar Catuai
Amarelo com 96 horas (Figura 12A). A cultivar Catuai Amarelo mostrou menor

expressao do gene GLN 1.3 8 horas depois da aplicacédo da deficiéncia (Figura 12B).
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Figura 12: Expresséao relativa do gene relacionado ao metabolismo do N Slat€&latamina
Sintetase (GS) em folhas (A) e raizes (B) de mudas de caféullizsres Catuai Vermelho e
Mundo Novo, submetidas a deficiéncia de nitrogénio, em diferentes te@p@s96 apos
aplicacdo do tratamento. Barras de erro indicam o erro padraeédia. Barras com letras
mailsculas distintas indicam diferenga entre as cultivdentro do tratamento estresse hidrico,
pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.

O gene GLN1.3 que codifica para a enzima GS (Glutamina Sintesgdnsavel
pela assimilacdo do NHe relacionada a remobilizacdo de N, foi estudada em diversas
culturas (Martin et al., 2006; Unno et al., 2006; Tabuchi et al., 2007) nas guas f
observados que aumentos na atividade da GS se relacionaram com a imérmiaef

nutricional quanto a N. Assim, maiores atividades de GS estdo associadasiadesa
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mais eficientes nutricionalmente na utilizacdo de N, no que tangalsmcao e
utilizacdo. O efeito na absorgéo é explicado, de forma indireta,qust@ diminui¢cdo
na concentracdo de glutamina aumenta a sintese de transportadoreafaedatie, na
raiz, modulando assim essa absorcdo (Sivasankar et al., 1997). J4 aiafd&nc
utilizacdo esta relacionada com a maior capacidade de asfiniito N-NH4+,
evitando possiveis intoxicacdes, e a retranslocacao de N na planta, admenEUN
(Hirel & Lea, 2001).

Os aumentos observados na expressdao de GLN1.3 nas cultivares estudadas,
indicam uma estratégia das plantas em aumentar os transcritos do mession,
possivelmente, aumentar a atividade da GS. A consequéncia do aumentcs€eaaGS
elevar a eficiéncia de utilizacdo do N em condi¢cfes de déficit hidricactédefa de N,
ja que as duas condicdes levam a menor disponibilidade de N para a planta.

Em geral, para todos os genes de transporte e metabolismo, observou-se que a
cultivar Mundo Novo apresentou maior expressao relativa desses genes em sondi¢oe
de estresse hidrico moderado. Esta pode ser uma estratégia dessa pardvae
adaptar as condicdes de estresse hidrico imposta, pois como observou-se no
experimento de cinética de absorcdo (Tabela 4) desse trabalho, @gta mAnteve
constante os parametros da cinética de absorcdo de(M&x Km € Gnin). ESses
resultados sugerem, que este pode ser o mecanismo utilizado por estd geatético
para manter sua velocidade de absorgéo de &l@lerar bem as condigfes de estresse

hidrico moderado.

4. CONCLUSOES

Considerando as variacdes observadas na cinética de absorcao, a culisviar Cat
Amarelo apresentou melhor adaptacéo as condi¢cdes de estresse hidrico moderado.

As cultivar Mundo Novo apresentou regularidade nos parametros de cinética de
absorcao em suficiéncia hidrica e déficit hidrico moderado.

Em déficit hidrico moderado a cultivar Catuai Vermelho sofre grande reducéo na
Vmax Mas compensa o declinio com reducao nos parameteiin.

Quando o déficit hidrico foi imposto, os genes NRT1.2, NRT3.2, NIA2 e GLT,
apresentaram maior transcricao diferencial no sistema radicular das plantas.

O gene GLN1.3 apresentou maior expressao na parte aérea das plantas em

condicOes de reduzida disponibilidade de agua.
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O estresse hidrico provocou maior expressao relativa dos genes estudados do
que o tratamento com deficiéncia de N. Sendo que as maiores akenacérpressao
diferencial dos genes foram observadas no sistema radicular das plantas.

De maneira geral, a expressao relativa dos genes estudados fonanaidtivar
Mundo Novo comparativamente a cultivar Catuai Amarelo, em condicOes idi¢ déf

hidrico e diciéncia de N por curto prazo.
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CAPITULO I

TROCAS GASOSAS EM CULTIVARES DE COFFEA ARABICA
INFLUENCIADAS PELO DEFICIT HIDRICO E DEFICIENCIA DE
NITROGENIO .
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RESUMO

SOUZA, Bruna Pereira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosageievee 2015.
Trocas gasosas em cultivares déoffea arabica influenciadas pelo déficit hidrico e
deficiéncia de nitrogénio Orientadora: Herminia Emilia Prieto Martinez.
Coorientadores: Eveline Teixeira Caixeta e Marcelo Ehlers Loureiro.

Na agricultura moderna os fertilizantes nitrogenados inorganicos s&o usados
extensivamente para melhorar o rendimento e a produtividade de culticataagiNo
entanto, a pratica de fertilizacdo ainda provoca perdas de &kessso, 0 que resulta
em baixa eficiéncia do uso e contaminagdo das aguas subterraneasram® e da
atmosfera, com o 6xido de nitrogénio derivado de nitrato. Os produtores sémis
desafiados a otimizar o crescimento da planta e melhorar as efisiéso da agua e do
N (EUA e EUN, respectivamente) em condi¢cdes de seca e défikit Nas principais
areas brasileiras de cultivo de café Arabica longos periodos sem ck@was
frequentemente observados. Desta forma, objetivou-se com esta pesqlissaaava
influencia da adubacao nitrogenada e do déficit hidrico nas caracteififioldgicas
relacionadas a fotossintese e fluorescéncia da cloefila cultivares de café. Para
alcancar os objetivos propostos foi realizado o seguinte experimento: cinco cultivares de
café foram submetidas aos seguintes tratamentos: N-suficiente (+N, 5,0Lmiriel
NOs) sem déficit hidrico (tratamento controle), N-suficiente (3)9,mmol X N-NO3

) com déficit hidrico (-1,5 MPa) e N-deficiente (-N, 0,0 mmdIN-NOs) sem déficit
hidrico, para avaliar as caracteristicas fisioldgicas relacigneoia a fotossintese. O
déficit hidrico foi imposto pela aplicacdo de polietileno glicol 8000. Geenpento foi
montado em esquema fatorial 3x5, sendo trés tratamentos e cinco aulteacafé
arabica, o delineamento utilizado foi em blocos casualizados com {éscdes.
Avaliaram-se as caracteristicas fisiologicas e de fluorescéteialorofila a de
cultivares de café. O déficit hidrico afetou o potencial hidrico fokafotossintese
liquida, condutancia estomatica, eficiéncia do uso da agua, taxandpofte de
elétrons, eficiéncia quantica do FSIl e eficiéncia fotoquimiéximma do FSII das
mudas de café reduzindo-as durante o periodo avaliado. Ja para o trataprant
deficiéncia de nitrogénio, apenas as variaveis taxa de transpatétrdas, eficiéncia
guantica do FSII e eficiéncia fotoquimica maxima do FSII das mudasfdeforam
afetadas e também apresentaram reducéo. A deficiéncia de N ocaersoes danos ao
aparelho fotossintético das plantas que o déficit hidrico.
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ABSTRACT

SOUZA, Bruna Pereira de, M.Sc., Universidade Federal de Vicoseydfg 2015Gas
exchange in Coffea Arabica cultivars influenced by drought and nitrogen
deficiency. Adviser: Herminia Emilia Prieto Martinez. Co-advisers: Evelimixdira
Caixeta and Marcelo Ehlers Loureiro.

In modern agriculture nitrogen fertilizers are used extensively poowve the yield and
productivity of agricultural crops. However, the practice of liediion also causes
losses of N in excess, resulting in low efficiency of use and contaomnati
groundwater with nitrates and atmosphere, with the nitrogen oxide-demitrade.
Water stress is the main limiting factor for the global aghiral and the limitation is
greatly exacerbated by N deficiency Farmers are clgdbbo optimize plant growth
and improve the efficiency of water use and N use (WUE and Ntsigectively) under
conditions of drought and deficit of N. In the major areas of Braziiaffee growing
long periods without rain are often observed. Thus, the aim of this reseascto
evaluate the influence of nitrogen fertilization and water stresgphuysiological
characteristics related to photosynthesis and chlorophyll fluorescenceofiae
cultivars. To achieve the proposed objectives the following experimentomdsicied:
five coffee cultivars were submitted to the following treatmeNtsufficient (N +, 5.0
mmol L-1 N-NO3-) without water deficit (control), N- sufficieti &, 5.0 mmol L-1 N-
NO3-) with water deficit (-1.5 MPa) and N deficient (-N, 0.0 mrhel N-NO3-)
without drought , to assess physiological characteristics associated witisyptibesis.
The drought was imposed by applying polyethylene glycol 8000. The expenvasnt
performed in factorial 3x5, with three treatments and five cultivaesaifica coffee, the
design was a randomized block design with three replications. We evalhated
physiological characteristics and chlorophyll fluorescence of eoffarieties. The
drought affected the leaf water potential, net photosynthesis, stoocwsidiictance,
water use efficiency, electron transport rate, quantum efficieoicyPSIl and
photochemical efficiency of PSIl of coffee seedlings reducing theming the
evaluation period. For the treatment with nitrogen deficiency, ohéy wtariables
electron transport rate, quantum efficiency of PSIl and photocheeffaéncy of PSII
of coffee seedlings were affected and also decreased. Nitrogeieneyi caused minor

damage to the photosynthetic apparatus of plants than water deficit.
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1. INTRODUCAO

O nitrogénio (N) esta disponivel no solo para as plantas em uma variedade de
formas, incluindo nitrato, aménio, ureia, aminoacidos e peptideos. As formas na maioria
das plantas superiores, incluindo o cafeeiro, obtém o N séo nitrato ou aménio.dsm sol
bem arejados o aménio é rapidamente oxidado a nitrato por bactérifisanies,
portanto, plantas que crescem em tais solos absorvem praticamente apat@s ni
(Crawford & Forde, 2002).

O N, além de ser um nutriente essencial para as plantas, € um auestituii
proteinas, acidos nucleicos, e muitos componentes celulares importantes, tais como
clorofila e varios hormonios, portanto. Além disso, sabe-se que o nitratotgeryém
como uma molécula de sinalizacdo que rapidamente desencadeia mudancas na
expressao genética, metabolismo e crescimento em plantas (Alb@ies2@05), induz
a expansdo da foliar (Walch-Liu et al., 2000) e regula o desenvolvimentaizis
laterais. Segundo Zhang & Forde (2000) quando em altas concentracfes o if#icdo af
morfologia radicular por suprimir o crescimento das raizes. Por outrogaaiodo em
baixas concentracbes aumenta o0 crescimento radicular independentedaente
assimilacdo do N e coordena a expressao de genes relacionados cato ¢Hotet al.,
2009).

A deficiéncia hidrica é o principal fator limitante para a@dtura global e a
limitacdo € grandemente agravada pela deficiéncia de N (Skemggt al, 2000;
Gonzalez-Dugo et al.,, 2010). Os produtores rurais sdo desafiados a otonizar
crescimento da planta e melhorar as eficiéncias uso da agua e do NeHRUAN,
respectivamente) em condicdes de seca e déficit de N (Wu et al., R@@J)rincipais
areas brasileiras de cultivo de café Arabica longos periodos sem ck@was
freqlientemente observadas. A seca é considerada como o principal fatmtdirpara
o cultivo de café nessas areas. As condicdes de seca afetam o cresame
produtividade da cultura, em parte, através de reducdes na taxa déaedsihguida
de carbonoA), seja por um efeito direto da desidratacao sobre o aparato fotossintéti
ou em decorréncia do efeito indireto do fechamento dos estdmatos. Alem dalta, o
de &gua pode levar a deficiéncia de nutrientes, em parte porque ar@goizipna o
meio para a absorcdo da maioria dos elementos minerais pelas raiktstéDet al.,
2002).

Respostas morfolégicas e fisiolégicas das plantas a agua no solo e / ou
disponibilidade de N tém recebido consideravel atencdo nas ultimas déoatasa
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existam algumas divergéncias (Heitholt, 1989; Ashraf et al.,, 2001), Tardzaa t
fotossintética como a taxa transpiratdria sdo significativamentadafetpela falta
deagua e / ou N em uma variedade de espécies, tanto em nivel de folhent@scala
de planta inteira, bem como em termos de area foliar (Borghi, 200Gt al., 2008).
Tanto disponibilidade como a eficiéncia com que 0s nutrientes minerais s&s msa
aparato fotossintético sao fatores importantes que afetam

Na maioria das plantas cultivadas o nutriente mineral com maior tpaca
limitar A é o N (Evans, 1989). A falta desse macronutriente pode limiap@ meio
da reducéo do teor de pigmentos cloroplastidiais e também por afettese sle varias
enzimas envolvidas no ciclo de Calvin, particularmente da ribulose-1,5abifosf
carboxilase/oxigenase (Rubisco) (Terashima & Evans, 1988). Além disso, estudos tém
evidenciado que a caréncia de N diminui o rendimento quantico do fotossistema Il
(PSIl), a taxa de transporte de elétrons e a eficiéncia fotoquimégana PSIl (Lu &
Zhang, 2000), indicando que o déficit de N pode causar danos a fotoquimica PSI
Todavia em torno de 75% do N foliar € atribuido ao aparato fotossintéticanfmra
correlacéo entre A e a concentracdo de N foliar é bastante forte (Evans, 1989).

Dessa forma, o presente trabalho visou avaliar as caracterisszdégicas

nestas durante o periodo de déficit hidrico e restricdo de N.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal, condi¢des de cultivo:

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitotecnial da Universidade Federal de Vigcosa, no municipio de Vigosa (20°45°S,
42°15°W, 650 metros de altitude), Minas Gerais.

No experimento 1 foram utilizadas as cultivares: cultivares Catuairéio IAC
62, Catuai Vermelho IAC 44, Acaud, Catucai Amarelo 2SL e Mundo Novo IAC 379-
19. As plantas foram obtidas a partir de sementes previamente germinadas em
condicbes controladas. Inicialmente removeu-se 0 pergaminho das sementes e em
seguida elas foram tratadas com hipoclorito de sédio 5 % por 15 minutasopaae
de possiveis patdégenos. Logo apds foram lavadas trés vezes com agudadéstila
seguida, 25 sementes foram colocadas para germinar em papel sieromtedecido
com agua destilada e mantidas em a temperatura de 30 °C em germinador por 40 dias.

Posteriormente, as plantas foram aclimatadas em casa de vegeBacf@tro
semanas em caixas de 32 L contendo 30 L de solugéo nutritiva e 60 plantdagor
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Os nutrientes aplicados em solucdo nutritiva eram provenientes de sais praos p
andlise e apresentavam as seguintes concentragdes: 5,0 mN©41.0,5 mmol [* P,
3,25 mmol 1 K, 1,0 mmol ! Mg, 2,25 mmol [* Ca, 2,125 mmol £ S, 23 (mol L

B, 0,3 fmol L™ Cu, 80 [mol L Fe, 12 [mol L'* Mn, 0,3 ‘mol L™ Mo e 1,0 [mol L*

Zn. A solucéo inicial foi de ¥z forga, com aeracao constante e pH mantidoreonde
57+0,3.

Apés a aclimatacdo as plantas foram mantidas em caixas contendo 30 L de
solucdo nutritiva e 15 plantas por caixa. A composicdo da solugcdo nutritiva foi a
descrita acima, foi mantida aeracdo constante nas caixas e a selgéada a cada
vinte dias. As plantas foram mantidas nessas condi¢des por um periodo de 240 dias,
para o crescimento.

Quando as plantas apresentavam aproximadamente 28 cm de altura, esze par
de folhas e ja emitindo ramos plageotrépicos foram transferidas paraamaaa de
crescimento com temperatura controlada (2324 luminosidade de 200 pmolhste
unidade relativa entre 56-58 % e submetidas ao fotoperiodo de 12h/12h (luz/&ssuro).
plantas foram transferidas para vasos contendo 1,0 L de solucédo nutritivavaSada
contendo duas plantas consistiu uma unidade experimental.

Nos primeiros 15 dias as plantas foram cultivadas em solug&o nutritiva, sem
aplicacao dos tratamentos para as plantas se adaptarem ao ambmrds, Seguintes
concentragdes: 5,0 mmol'INOsz’, 0,5 mmol L P, 3,25 mmol 2 K, 1,0 mmol L* Mg,

2,25 mmol ! Ca, 2,125, 23 [mol L™ B, 0,3 [mol L™ Cu, 80 [mol L™ Fe, 12 "mol L°
! de Mn, 0,3 Cmol L™ Mo e 1,0 [imol L™ Zn.

Aos 15 dias, ap0s a adaptacéo das plantas ao ambiente, iniciou-se a imposicao da
deficiéncia hidrica em sistema hidropdnico, um terco dos vasos receberatitepol
glicol (PEG 8000) para imposicao da deficiéncia hidrica, a dose dalioade 355 g L
1(villela & Beckert, 2001) aplicada de forma gradativa durante quh#®, obtendo-se
ao final da aplicagdo um potencial hidrico de -1,5 MPa. Apos este periodo &solug
nutritiva de todos os vasos foi trocada, os vasos que receberam PEG 8000, receberam
novamente solucdo nutritiva com a dose de PEG 8000 necesséaria para getehdel
hidrico na solu¢do nutritiva de -1,5 MPa. Neste momento também foi aplicado o
tratamento de insuficiéncia de N as outras plantas. Na sequendareeak as retiradas
de amostras e avaliacdes correspondentes.

Para obter informacdes relativas ao efeito do estresse hidoooisedo do
nitrogénio sobre a fotossintese e os parametros relacionados com a flugaedaénc

clorofila a, utilizou-se as cultivares Catuai Amarelo 62, Catuai Vermelh©44A
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Acaud, Catucai Amarelo 2SL e Mundo Novo IAC379-19. Sendo que, este experimento
foi montado em um esquema em fatorial 5 x 3, compostos de 5 cultivare$éde ca
(Catuai Amarelo 62, Catuai Vermelho IAC44, Acaud, Catucai Amar®lando Novo
IAC379-19) e trés tratamentos (N-suficiente (+N, 5,0 mmoIN-NOs) sem estresse
hidrico, N-suficiente (+N, 5,0 mmol"£LN-NOs) com déficit hidrico (-1,5 MPa) e N-
deficiente (+N, 0,0 mmol £ N-NO3)) no delineamento em blocos casualizados com
trés repeticdes onde cada parcela era constituida por duas plantasasTowaicoes de
trocas gasosas e fluorescéncia foram feitas respeitando o delineamertitocos
casualizados.

Ao final do experimento, foram realizadas medi¢cbes no sexto par de folhas
completamente expandida para verificacdo do nivel de potencial hidriswatio. As
avaliacbes de parametros de trocas gasosas e de fluorescéncia di dtmanf

realizadas sétimo par de folhas completamente expandida

2.2. Potencial hidrico foliar

Foi utilizada uma bomba de pressao do tipo Scholander conforme descrito por
DaMatta et al. (1997), e as medi¢cdes realizadas as 05:00h (antemaishd). A
determinacOes foram feitas em folhas individualizadas e completarepémdidas
localizadas no sexto par de folhas do ramo ortotrépico contados a partiselddsa

plantas.

2.3. Trocas gasosas

Taxa de assimilacdo liquida de carboAp €onduténcia estomética ao vapor de
agua (s), taxa transpiratoriaH), razdo interna e externa de carbono (raZiG.).
Medidas por volta das 08h00 empregando um analisador de gases a infravermelho
portéatil (LICOR 6400, Li-COR, Lincoln, Nebraska, EUA) sob intensidade abeofl
foténicode 1000 [imol de fétons.n¥.s?, A eficiéncia do uso da agua foi calculada pela

razao A/E.

2.4. Variaveis de fluorescéncia

Os parametros de fluorescéncia da clor@ifaram medidos nas mesmas folhas
por meio de um fluorébmetro com amplitude de pulso modulado (PAM). Foram medidas
primeiramente a fluorescéncia inicialofFfluorescéncia maxima {ff, fluorescéncia
variavel (kK = Fn - Fo), e eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (FSII)

(RV/Fm), parametros estes determinados em condi¢gdes de escuro.
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Logo apds foram determinadas as variaveis de fluorescéncia constane (F
fluorescéncia maxima (f), em condic¢des luz. Folhas adaptadas ao escuro por 30 min
foram iluminadas com pulsos de luz vermelha de baixa intensidade e freqpéreci
obtencao da fluorescéncia iniciabf{FUm pulso de luzaturante de pulso de 6000 [mol
m2 s foi aplicado por um segundo para medir a emisséo de fluorescéncia max)ma (F
Com esses parametros foi estimado o rendimento quéntico efetivo atravéH gorF
®rsi = (Fn'- Fs)/Fm’], conforme Genty et al., 1989. Foi estimadaéfaptada a luzoF=
Fo/(F/Fm + Fo/Fm"). O coeficiente de extingdo nao-fotoquimico (NPQ) foi deternainad
pela equacdo onde NPQ =n{Fn’)-1, segundo Krause e Weiss (1991). A fracdo de
irradiancia nao utilizada na fase fotoquimica nem dissipada termiaanfent
determinada como PE =({FAm")*(1-gp), segundo Demming-Adams et al. (1996). A
taxa de transporte de elétrons foi calculada segundo a formula®adrx 0,5 x FFF x
AL, onde AL é a absorbancia luminosa p#&affea sp. (Dias, 2006), e FFF é a
intensidade de fluxo foténico 1000nol de fétons. m? s1, e 0,5 a fracdo de energia
distribuida para o PSII.

Todas as avaliacOes de trocas gasosas e fluorescéncia da ciofafden feitas

respeitando o delineamento em blocos casualizados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Potencial Hidrico Foliar

O potencial hidrico foliar'¥wfr) reduziu-se significativamente com a imposi¢ao
do déficit hidrico de -1,5 MPa. Esse potencial hidrico imposto foi suficparsecausar
efeitos nas cultivares escolhidas, como observado na reducdo de cinco vezes no
potencial hidrico médio das cultivares (Tabela 1). Todavia, ndo foi cahstdiferenca
entre as cultivares independentemente do déficit hidrico (Tabela 1).

A variavel potencial hidrico foliaw € uma boa referéncia das condi¢cdes
hidricas da planta, particularmente durante periodos de seca e nest® todlsalva-se
que a imposicdo do déficit hidrico causou reduca¥ gtalas mudas de café indicando
que a condicdo imposta afetou o conteddo de &gua nas folhas (Tabelauhs Alg
trabalhos tém mostrado que plantas tolerantes a restricao hidrica possoefwieain
comparacao aquelas menos tolerantes, devido a presenca de mecanismos que podem

postergar a desidratacao celular (Jongdee et al., 2002).
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Tabela 1. Potencial Hidrico Foliar na antemanhd de cultivares de caf@@otiea
arabica) em condicdo de estresse hidrico (-1,5 MPa)

Estresse hidrico

Cultivares
Controle -1,5 MPa

Catuai Vermelho 0,24 -1,12 *
Catuai Amarelo 0,38 -1,27 *
Catucai Amarelo 0,33 -1,32*
Mundo Novo 0,33 -1,12 *
Acaua 0,33 -1,30 *
Média 0,31 -1,24 *
CV (%) 21,23

Médias seguidas por * se diferem na linha pelo tgge 0,05).

3.2. Trocas Gasosas

O cafeeiro é tradicionalmente considerado como uma planta que raprese
valores de taxa fotossintética liquid® (muito baixosgeralmente entre 4 a 10 ['mol de
CO, m? s, que podem variar conforme o tamanho do recipiente em que é cultivado em
condicOes experimentais, (DaMatta, 2003; Pinheiro et al., 2004). Os valohkegada
as plantas controles variou de 10,2%60l de CO, consumido 1t s* para a cultivar
Acaud e a 5,680mol de CO2 'mol de CO, consumido 1t s? para a cultivar Catuai
vermelho (Tabela 2). Esta diferenca na taxa fotossintética encomind@aas duas
cultivares pode estar relacionada a uma menor condutancia estomadlicka eva
cultivar Catuai vermelho em relagdo a cultivar Acaud (TaBglaSabe-se que em
condi¢des de déficit hidrico a fotossintese pode ser direta ou indiretaafetana por
mecanismos estomaticos.

A variavel A foi reduzida em plantas submetidas ao estresse hidrico e somente a
cultivar Acaud apresentou reducéo Mena condicdo de deficiéncia de nitrogénio
(Tabela 2). A taxa fotossintética liquida na condi¢cdo sem déficicbidrN-suficiente,
apresentou-se maior nas cultivares Mundo Novo e Acaua (Tabela 2).

Dentre as cultivares estudadas a cultivar Catuai Vermelho exilonerer
reducdo dah quando se aplicou o déficit hidrico, enquanto a cultivar Acaua apresentou
a maior reducdo e quando o déficit hidrico de -1,5 MPa ou a deficiéncia de N foram
impostos, ou seja, esta foi a cultivar mais afetada pelo déficitdielpela deficiéncia
de N (Tabela 2).

A condutancia estomaticay, mostrou-se reduzida em condi¢cdes de déficit
hidrico, e esta reducdo ocorreu em todas as cultivares, mas a defidénN nédo

influenciou ags (Tabela 2). Entre as cultivares observa-se que a cultivar Acaud possui
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maior gs na condicdo controle (sem déficit hidrico e N-suficiente), sendo que em
condi¢cdes de N-deficiente, desta cultivar juntamente com Catuaielfer possuiam
maiorgs € as cultivares Catuai Amarelo, Catucai Amarelo e Acaua forongrupo das

cultivares congsinferior (Tabela 2).

Tabela 2. Taxa Fotossintética Liquid&®) e Condutancia Estomaticgs( de cultivares
de cafeeiro Coffea arabicq em condicdo de estresse hidrico (-1,5 MPa) e estresse
nutricional (N-insuficiente)

Estresse
Cultivares Controle -1,5 MPa N- Controle -1,5 MPa N-
A (mmol HO m?s?) gs(mmol m? s?)

Catuai Vermelho 5,680c 3,096a* 5,671b 0,497b 0,393 a* 0,530 a
Catuai Amarelo 6,330c 2,861a* 6,193b 0,497b 0,392a* 0,498b
Catucai Amarelo 7,876 b 3,416 a* 6,573b 0,501b 0,393a* 0,497b

Mundo Novo 9,313a 3,533a* 846la 0508b 0,392a* 0,513b
Acaua 10,576 a 3,956a* 7,823a* 0,537a 0,381a* 0,537a
Média 7,955 3,372 * 6,944 0,508 0,392 * 0,515
CV (%) 14,31 2,47

Médias seguidas por * diferem na linha do tratamento Clenprelo teste (p < 0,05) e médias seguidas
por letras diferentes na coluna diferem entre se pelo criériagrupamento de Scott-Knott a 5 % de
probabilidade.

As taxas transpiratoria€) mostraram-se reduzidas em condicbes de déficit
hidrico e ndo houve diferenca nesta variavel quando aplicou-se a defigi@ndla
sendo esta reducéo percebida em todas as cultivares no tratamentofic@ncide
hidrica (Tabela 3). No tratamento controle (sem déficit hidribbseificiente), tem-se
as cultivares Mundo Novo e Acaua com alta taxa transpiratéria e oupo fprmado
pelas cultivares Catuai Vermelho, Catuai Amarelo e Catucarémexibindo menokg
(Tabela 3).

Em condi¢cbes de déficit hidrico a cultivar Acaud, que exibiu a mai@ tax
fotossintética no tratamento controle, apresentou uma reducdo de 62,6 % em sua
fotossintese liquida e de 65 % em sua taxa transpiratéria, e a cOHiveni Vermelho,
gue apresentou a menor taxa fotossintética no tratamento controle apreseatou
reducao de 45,5 % em sua fotossintese liquida e de 33,5 % em sua taxa traaspirator
(Tabela 3). Este declinio substancialmente maior apresentado pelar duttawsi em
relagdo a cultivar Catuai Vermelho pode estar relacionado a rsemnaferes de
condutancia estomética desta cultivar em condi¢des de déficit hidrico (Tabela 3).

A relacdo carbono interna da camara subestomatica e carbono atmosfer

(CGi/Cs) em condicdes de controle (sem déficit hidrico e N-suficiente) apresenta
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significativamente maior nas cultivares Mundo Novo e Acaud em relacéltévares
Catuai Vermelho e Catuai Amarelo com as menores rel&@&s(Tabela 3), o que é
verificado pelas maiores condutancias estomaticas, das cultivares Mundo Novo
Acaud, em paralelo a equivalentes valores de taxa fotossintética dasasnesm
Entretanto, todas as cultivares testadas neste estudo, mostraram uma mardaenca
razaoCi/Ca sob condicdes de N-deficiente em relacdo as condi¢céo controle (Tabela 3).
De acordo com DaMatta et al (2002) a medida que se intensificaessestr
hidrico, pode ocorrer também uma inibicdo ndo-estomatica da fotossietesa)inada
pelo comprometimento da regeneracdo da ribulose-1,5-bisfosfato e tambamm por

decréscimo na atividade de carboxilacdo dessa enzima.

Tabela 3. Taxa Transpiratoria de cultivareB)(de cafeeiro e Relagcdo carbono interna
da camara subestomatica e carbono atmosférigG] @Coffea arabich em condicdo
de estresse hidrico (-1,5 MPa) e estresse nutricional (N-insuficiente)

Estresse
Cultivares Controle -1,5 MPa N- Controle -1,5 MPa N-
E mmol HO n?s ) Razéo @Ca

Catuai Vermelho 1,437 b 0,501 b* 1,683 0,947 c 0,798a 0,891c
Catuai Amarelo 1537b 0,523 b* 1,533 1,221 c 1521a 1,197c
Catucai Amarelo 1,650 b 0,687 a* 1,133 1,921 b 1,003a 1,557b

Mundo Novo 2,191a 1,48la* 1,983 2,521 a 1517a 2,453a
Acaua 236la 1571a* 2,056 2,83l1la 1,583a 2,617a
Média 1,8352 0,957* 1,6776 1,888 1,284* 1,743
CV (%) 2,54 15,21

Médias seguidas por * diferem na linha do tratamento Glenpelo testé (p < 0,05) e médias seguidas
por letras diferentes na coluna diferem entre se pelo criiériagrupamento de Scott-Knott a 5 % de
probabilidade.

A eficiéncia do uso da 4gua/E) foi afetada em condicdes de déficit hidrico, e
esta mudanca ocorreu de forma distinta entre as cultivares (TabelasAfulivares
Mundo Novo e Acaua houve reducdo nesta variavel, nas cultivares Catuaindeemel
Catuai Amarelo houve aumento na eficiéncia do uso da agua e wardvltindo Novo
ndo houve diferenga nesta variavel entre o tratamento controle atamento com
déficit de hidrico (Tabela 4). A deficiéncia de N ndo provocou mudangeficiéncia
do uso da agua em nenhuma das cultivares avaliadas neste estudo (Tabela 4).

As taxas transpiratorias menores nas cultivares Catuai Vermelhatuai C
Amarelo em relagdo as cultivares Mundo Novo e Acaud em condig&o de ligfizib

refletem maior eficiéncia no uso da agua para aquelas cultivaresqBabel
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Tabela 4.Eficiéncia no uso da 4guA/E) de cultivares de cafeeir@¢ffea arabicgem
condicéo de estresse hidrico (-1,5 MPa) e estresse nutricional (N-insuficiente)

Estresse
Controle -1,5 MPa N-
Catuai Vermelho 3,95a 6,179 a* 3,369b
Catuai Amarelo 4,118a 5,470a* 4,039b
Catucai Amarelo 4,773 a 4972a 5,801a

Cultivares

Mundo Novo 4251a 2,380b* 4,266b
Acaud 4,479a 2,518b* 3,804 b
Média 3,204 1,764 2,525
CV (%) 32,11

Médias seguidas por * diferem na linha do tratamento Clenpelo testd (p < 0,05) e médias seguidas
por letras diferentes na coluna diferem entre se pelo criiériagrupamento de Scott-Knott a 5 % de
probabilidade.

3.3. Variaveis da Fluorescéncia da Clorofila

O déficit hidrico e a deficiéncia de N levaram a reducdo readaxransporte de
elétrons (ETR) das cultivares avaliadas neste estudo (TabelanBp §ee o déficit
hidrico levou a uma queda média de 63,4 % na ETR e a deficiéncizalesdu uma
reducdo média de 27,6 % nesta varidvel. No tratamento controlevarchitindo Novo
exibiu maior ETR e as demais cultivares, Catuai Vermelho, CAtnafelo, Catucai
Amarelo e Acaua formaram um grupo com menor ETR (Tabela 5).a0orposicéo do
déficit hidrico, as cultivares Catuai Vermelho, Mundo Novo e Acaua farma grupo
com maior ETR, seguido pelas cultivares Catuai Amarelo e Cafunafelo que
apresentaram menor ETR (Tabela 5). Nao houve diferenca entre @aresiuando a
deciéncia de N foi imposta (Tabela 5).

A omisséo de N levou a reducdo meédia de 58 % no rendimento quantico efetivo
do fotssistema I[@FSII), que mede a quantidade de energia utilizada na fotossintese
(Tabela 5). J& a deficiéncia hidrica levou a uma redugcdo médi2 dé no oFSII
(Tabela 5). No tratamento controle (sem déficit hidrico e Nisufie) e no tratamento
N-deficiente, os valoresFSII apresentados pelas cultivares testadas nao permitiram
diferencia-las, pois ndo houve diferenca entre as megmab,05). Apds a imposicao
do déficit hidrico, as cultivares Catuai Vermelho, Catuai Amarelo, Mihwm® e
Acaua foram agrupadas apresentado mak#il e a cultivar Catucai Amarelo exibiu
um menorpFSII (Tabela 5).

As quedas naFSII resultam na geracdo de menor quantidade de compostos
redutores e, consequentemente, queda na ETR e, em conjunto, tais alteragies pode

explicam, em parte, as quedas AnfTabela 2) quando o déficit hidrico foi imposto
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(Damour et al., 2010; Warren, 2011). J4 no tratamento N-deficientedagdes nas
variaveispFSII e ETR néo foram tdo expressivas para afefar a

Apesar da grande associacdo do N (50-80 %) ao aparato fotossintético
(Langsdorf et al., 2000). A manutencdoAlano tratamento com deficiéncia, pode ser
atribuida a néo alteracdo dos teores da rubisco, enzima que atua na fetossinte
apresenta N em sua estrutura. Cerca de 90 % da rubisco é sintetizvadé éuas
semanas apds a expansdao foliar, como as avalicdes desses parametrostéwrano fei
sétimo par de folhas completamente expandidas, e a planta ja estandoeminono
par de folhas, e como déficit de N imposto foi de 96 h, certamefatgeade pico de
sintese da rubisco ndo coincidiu com a época de omissédo de N (Makino et al., 1992;
Bungard et al., 1997). Dessa forma, a ndo alteracdq da tratamento com déficit de
N pode ser explicado pela ndo coincidéncia da fase de sintese da rubisita aa

época de aplicacdo do tratamento.

Tabela 5. Taxa de transporte de elétrons (ETR) e Rendimento quantico efetivo do
fotossistema Il (¢FSII) de cultivares de cafeeiradC¢ffea arabicha em condi¢do de
estresse hidrico (-1,5 MPa) e estresse nutricional (N-insuficiente)

Estresse Estresse
Cultivares Controle -1,5 MPa N- Controle -1,5 MPa N-
ETR oFSII

Catuai Vermelho 16,850b 8,067 a* 12,200a* 0,260a 0,074 a* 0,105 a*
Catuai Amarelo 16,750b 3,350 b* 12,658a* 0,259a 0,071a* 0,108 a*
Catucai Amarelo 18,267 b 4,982 b* 13,601a* 0,279a 0,054 b* 0,107 a*

Mundo Novo 21,550a 7,316 a* 14,517a* 0,320a 0,091a* 0,128 a*
Acaua 16,267 b 9,117 a* 11,952a* 0,204a 0,094 a* 0,105 a*
Média 17,937 6,567* 12,985* 0,265 0,077* 0,111 *
CV (%) 14,4 6,5

Médias seguidas por * se diferem na linha do tratam@atatrole pelo testé (p < 0,05) e médias
seguidas por letras diferentes na coluna se diferemsnfelo critério de agrupamento de Scott-Knott a
5 % de probabilidade.

Para a variavel eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema/lF(f; em
todas as cultivares avaliadas nesse estudo houve reducdo desta variaveldosn os
tratamentos aplicados, comparativamente ao controle (Tabela 6jorQled,75, para
esta varavel, é considerado referencial para exibir limitacdoddsgtratamentos e em
todas as cultivares estudadas, o valor apresentado, p&ra foi inferior a 0,75
indicando perda da capacidade fotossintética (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989).

No tratamento N-deficiente, a reducédo na eficiéncia fotoquimiceénmado
fotossistema Il, ndo foi limitante as reacdes fotossintéticas, poissad@orde N e queda

da R/Fm néo resultou em menorées (Tabela 2), desta forma, a/Fn ndo foi uma
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variavel sensivel ao estresse. O contrario pode ser afirmado parametred com
déficit de hidrico, pois a reducdo daHm foi limitante para as reacdes fotossintéticas
(Tabela 2), indicando assim, que esta variavel foi sensivel ao estresse hidrico.

Tabela 6. Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema N/Fm) de cultivares de
cafeeiro Coffea arabich em condicdo de estresse hidrico (-1,5 MPa) e estresse
nutricional (N-insuficiente)

Estresse
Controle -1,5 MPa N-
Catuai Vermelho 0,891a 0,571a* 0,683 a*

Cultivares

Catuai Amarelo 0,901a 0,561a* 0,681 a*
Catucai Amarelo 0,893a 0,563 a* 0,701 a*
Mundo Novo 0,902a 0,633a* 0,692 a*
Acaua 0,801a 0,723a* 0,632 a*
Média 0,877a 0,610+ 0,678*
CV (%) 8,21

Médias seguidas por * diferem na linha do tratamento Clenpedo testé (p < 0,05) e médias seguidas
por letras diferentes na coluna diferem entre se pelo critéragrupamento de Scott-Knott a 5 % de
probabilidade.

4. CONCLUSOES

De maneira geral, o déficit de N de curto prazo causou menores danos ao

aparelho fotossintético das plantas que o déficit hidrico.

CONCLUSOES GERAIS

Considerando as variagdes observadas na cinética de absorcédo, a culiaiar Cat
Amarelo apresentou melhor adaptacéo as condi¢cdes de estresse hidrico moderado.

De maneira geral, a expressao relativa dos genes estudados fonaneidtivar
Mundo Novo comparativamente a cultivar Catuai Amarelo, em condicoes idi¢ déf
hidrico e diciéncia de N por curto prazo.
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