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RESUMO

ROCHA, Brunno César Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2019.
Metabolismo do nitrogénio em cafeeiro submetido a déficit hidrico e doses de nitrato.
Orientadora: Herminia Emilia Prieto Martinez. Coorientadores: Cléberson Ribeiro e Carlos
Eduardo Magalhaes dos Santos.

A assimilagdo do nitrogénio ¢ essencial para o crescimento e o desenvolvimento do cafeeiro,
resultando em efeitos importantes sobre a fitomassa e a produtividade final da cultura. Assim,
como a maioria dos nutrientes, o nitrogénio € absorvido pelas raizes utilizando a 4gua como
meio de transporte, com isso, o estresse hidrico e o nitrogénio podem afetar direta e
indiretamente diversos processos fisiolégicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
metabolismo do nitrogénio em quatro variedades de cafeeiros (Coffea arabica L.) em fase
vegetativa, submetidas ao déficit hidrico e doses de nitrato. O experimento foi conduzido em
casa de vegetagdo, em esquema fatorial triplo (2 x 4 x 4), em delineamento de blocos ao acaso
com trés repeticdes. As unidades experimentais receberam as combinagdes de duas doses: alta
(7 mmol/L NO3") e baixa (2,8 mmol/L NO3") de nitrogénio, quatro potenciais hidricos (0; -0,4;
-0,8; e -1,6 MPa) e quatro variedades (Mundo Novo, Acaua, Catuai Vermelho e Catuai
Amarelo) com idade de seis meses. Para a indu¢do do déficit hidrico foi utilizado PEG 6000
(Polietileno glicol). Foram coletadas amostras de tecido foliar e raizes finas para determinagao
da atividade das enzimas nitrato redutase (NR) e glutamina sintetase (GS), além da
determinag¢do da concentracdo de nitrato, de prolina livre, aminoacidos (AAS) e proteinas totais.
O teor de nitrato, a atividade da NR e da GS, concentragdo de prolina em raizes, e a quantidade
de aminoécidos das quatro variedades estudadas apresentaram poucas diferencas em resposta
ao déficit hidrico e as doses de N. Para NR foliar, houve diferencas entre variedades que
independeram do déficit hidrico e da dose de N. Com relagdo as doses de N, notou-se que a
dose alta promoveu maior concentra¢do de AAS e proteinas nas folhas, maior atividade da NR
e concentragdo de prolina em raizes. Independentemente de variedade ou dose de N, o déficit
hidrico promoveu um aumento na concentracao de prolina nas raizes. Em plantas jovens de café
submetidas a dose NB, a baixa concentragao de nitrato nas raizes e a baixa atividade da NR nas
folhas ndo se alteram com déficit hidrico crescente, enquanto que a atividade da GS mostra
incrementos lineares em resposta a incrementos no déficit hidrico. Em qualquer nivel de déficit
as plantas com boa nutri¢ao nitrogenada apresentam maior concentragdo foliar de aminoacidos
soluveis e de proteinas soluveis totais. Em plantas jovens de café sob estresse hidrico a prolina
participa do ajustamento osmotico, sendo sua sintese nas raizes aumentada com o aumento do

déficit hidrico, e maior em plantas bem supridas com N, do que naquelas sujeitas a baixas doses
vii



de N. As variedades Mundo Novo, Acaua, Catuai Vermelho e Catuai Amarelo de modo geral

ndo apresentaram respostas diferenciadas ao déficit hidrico.
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ABSTRACT

ROCHA, Brunno César Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2019. Nitrogen
metabolism in coffee tree subjected to water deficit and nitrate doses. Advisor: Herminia
Emilia Prieto Martinez. Co-advisors: Cléberson Ribeiro and Carlos Eduardo Magalhdes dos
Santos.

Nitrogen uptake is essential for coffee growth and development, resulting in important effects
on the biomass and final crop yield. Thus, like most nutrients, nitrogen is absorbed by the roots
using water as a means of transport, so that water stress and nitrogen can directly and indirectly
affect various physiological processes. The objective of this work was to evaluate nitrogen
metabolism in four coffee varieties (Coffea arabica L.) in vegetative phase, submitted to water
deficit and nitrate doses. The experiment was conducted in a greenhouse, in a triple factorial
scheme (2 x 4 x 4), in a randomized block design with three replications. Experimental units
received combinations of two doses: high (7 mmol / L NO3") and low (2.8 mmol / L NO3") of
nitrogen, four water potentials (0; -0.4; -0.8; and -1.6 MPa) and four varieties (Mundo Novo,
Acaud, Catuai Vermelho and Catuai Amarelo) aged six months. To induce water deficit was
used PEG 6000 (Polyethylene glycol). Samples of leaf tissue and thin roots were collected to
determine the activity of nitrate reductase (NR) and glutamine synthetase (GS) enzymes, as
well as to determine the concentration of nitrate, free proline, amino acids (AAS) and total
proteins. Nitrate content, NR and GS activity, root proline concentration, and amino acid
content of the four varieties studied showed few differences in response to water deficit and N
rates. For leaf NR, there were differences between varieties, which were independent of water
deficit and N dose. Regarding N doses, it was noted that the high dose promoted higher
concentration of AAS and protein in leaves, higher NR activity and proline concentration in
roots. Regardless of N variety or dose, water deficit promoted an increase in proline
concentration in the roots. In young NB coffee plants, low root nitrate concentration and low
leaf NR activity do not change with increasing water deficit, while GS activity shows linear
increases in response to water deficit increases. At any deficit level, plants with good nitrogen
nutrition have higher leaf concentration of soluble amino acids and total soluble proteins. In
young coffee plants under water stress proline participates in osmotic adjustment, its root
synthesis being increased with increasing water deficit and higher in plants well supplied with
N than in those subjected to low N doses. Mundo Novo, Acaud, Catuai Vermelho and Catuai

Amarelo generally did not show differentiated responses to water deficit.
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1. INTRODUCAO

A é4gua ¢ um recurso natural imprescindivel a sobrevivéncia de todos os seres vivos,
além de ser essencial para a absor¢ao de nutrientes do solo pelas plantas. Porém, este recurso
esta se esgotando, principalmente, devido a acdo antropica nas bacias hidrograficas. A falta de
agua ¢ uma das condi¢cdes ambientais que mais influencia o crescimento e a produtividade das
culturas. Em decorréncia das recentes mudancas climaticas, periodos de déficit hidrico mais
acentuados e continuos resultam em consequéncias negativas ainda maiores. Assim, estudos da
tolerancia ao déficit hidrico pelas plantas ¢ fundamental para a producao das culturas nessas

condi¢des (DAMATTA et al., 2010; MENEZES-SILVA et al., 2017).

Devido a preocupagao com a escassez de dgua e a necessidade premente de economia,
os agricultores defrontam-se com o desafio de utilizarem esse recurso de forma mais racional.
Assim, a utilizagdo de métodos de irrigacdo e de praticas de manejo que permitam maior
eficiéncia no uso da agua e menor consumo de energia sdo metas imprescindiveis para a
cafeicultura moderna. A cafeicultura ¢ uma das principais atividades agricolas do Brasil, com

importancia nos aspectos socioecondmicos e no agronegocio (KOBAYASHI, 2007).

No contexto mundial, o café ¢ um dos produtos agricolas de maior relevancia, sendo
o segundo maior gerador de divisas, ficando atrds somente do petréleo. No Brasil, a cultura do
café foi introduzida em regides de facil adaptacdo, como a regido sudeste, devido a boa
disponibilidade hidrica. Posteriormente, foi expandindo-se para regides limitadas pela
deficiéncia hidrica ou distribui¢do irregular das chuvas, ocorrendo a necessidade de se adotar

novas tecnologias de cultivo, como a irrigagdo. (KOBAYASHI, 2007).

Segundo Bredemeier; Mundstock (2000); Lima Filho Malavolta (2003), o nitrogénio
(N) no cafeeiro ¢ um dos nutrientes mais influenciados pela disponibilidade hidrica,
especialmente na fase de frutificacdo, quando ¢ fortemente drenado das folhas para os frutos.
Para atender essa demanda empregam-se doses elevadas de fertilizantes procurando aumentar

a absor¢do e assimilacdo do N no interior da planta.

O N além de ser o elemento mais abundante na atmosfera, ¢ em geral, o que mais
frequentemente limita o crescimento das plantas. Muitos compostos bioquimicos importantes
das células vegetais possuem nitrogénio. Ele ¢ encontrado nos nucleotideos e nos aminoacidos,
que formam a estrutura dos acidos nucléicos e proteinas, respectivamente. Também sado

encontrados em enzimas, coenzimas € vitaminas, pigmentos e outros produtos secundarios.



Esse nutriente favorece o crescimento e formagao de raizes e folhas, produgdo e translocagao
de fotoassimilados, € o desenvolvimento de gemas floriferas e frutiferas, (MALAVOLTA et al.

1997; TEIXEIRA et al., 2013).

Em regides produtoras de café, o N ¢ o nutriente mineral mais requerido nos processos
de crescimento, desenvolvimento e produgdo, sendo, assim, necessario em todos os estadios de
desenvolvimento dessa cultura (SALAMANCA-JIMENEZ et al., 2017). Com isso, a correta
utilizacao de fontes e doses de N, a forma adequada de aplicagdo, bem como a importancia em
se conhecer 0s processos € interagdes que ocorrem no sistema solo-planta-atmosfera ¢ de suma

importancia para um melhor aproveitamento desse nutriente pela planta (MALTA et al., 2003).

Quando fertilizantes a base de N sdo aplicados no solo, uma fragdo do elemento ¢é
recuperado pelo sistema radicular e pela parte aérea, outra parte continua no solo, a0 mesmo
tempo em que pode permanecer imobilizada no /itter ou pode se perder do sistema solo-planta.
Alguns trabalhos realizados em diferentes sistemas agricolas revelaram que dificilmente uma
cultura aproveita mais de 60% do nitrogénio usado como fertilizante. O restante pode continuar
no solo, acessivel para as culturas seguintes ou pode se perder por diferentes meios como, a

volatilizagdo, desnitrificacao, lixiviacao ou levado pela erosao (FENILLI, 2006).

O nitrato (NO3") € a principal forma de nitrogénio absorvido pelos vegetais, contudo €
necessario que esse ion seja reduzido a amonio (NH4"), para ser incorporado nos inimeros
compostos organicos. Esse processo de reducao do nitrato requer a atividade de duas enzimas:
(1) redutase do nitrato (NR), e (2) redutase do nitrito (NRi) (VIEGAS; SILVEIRA, 2002;
FONTES et al., 2008).

A NR catalisa a primeira etapa do processo de assimila¢dao do nitrogénio, reduzindo o
nitrato a nitrito (NO2) no citosol. Em seguida, o NO;™ ¢ transportado do citosol para os
cloroplastos nas folhas e para os plastidios nas raizes, onde é reduzido a NH4" pela atividade da
NRi. O NH4", ¢ entdo, rapidamente assimilado a aminoacidos pelas a¢des sequenciais das
enzimas glutamina sintetase (GS) e da glutamato sintase (GOGAT), chamada de rota

GS/GOGAT (FONTES et al., 2010).

A assimilagdo do nitrogénio € essencial para o crescimento e o desenvolvimento do
cafeeiro, resultando em efeitos importante sobre a fitomassa e a produtividade final da cultura.
Assim, como a maioria dos nutrientes, o nitrogénio ¢ absorvido pelas raizes utilizando a agua
como meio de transporte, com isso o estresse hidrico e o nitrogénio podem afetar direta e
indiretamente diversos processo fisiologicos, tais como a utilizagdo eficiente da radiacao,
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assimila¢do liquida de carbono, devido a limitagdes estomaticas e ndo estomaticas e

translocagdo do proprio N pela planta (REIS et al., 2009).

As plantas quando sujeitas a diversos tipos de estresses abidticos, principalmente o
hidrico podem apresentar alteracdes nas respostas metabdlicas e fisioldgicas. O aumento de
solutos compativeis como a prolina, ¢ um exemplo dessas respostas, e tem sido relacionado
com a tolerancia das plantas a esses estresses, sendo capaz de controlar a perda de dgua, por

meio do aumento do potencial hidrico (BRAY, 2000; FUMIS; PEDRAS, 2002).

Sob influéncia do estresse, o metabolismo de aminoacidos € bastante modificado,
reduzindo a sintese de proteinas e induzindo a rapida degradagdo de proteinas, o que leva
aumento de aminoacidos e aminas livres. Com isso, ha aumento na sintese de prolina causada
pelo aumento de certos metabolicos como poliaminas, amodnia, arginina, ornitina, glutamina e

glutamato (SILVEIRA et al., 2002; SODEK, 2004).

O aumento nas quantidades de prolina pode estimular diferentes fun¢des celulares
como ajustamento osmotico, reserva de carbono e nitrogénio empregado no crescimento para
recuperagdo apos estresse, desintoxica¢ao do excesso de amonia, estabilizagao de proteinas e

membranas e eliminagdo de radicais livres (PAULUS et al., 2010).

Afinal, as muitas limita¢des no estudo sobre o metabolismo do nitrogénio e as relagdes
hidricas do cafeeiro apresentam obstaculos a serem dominados em estudos futuros. Nesse
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o metabolismo do nitrogénio em quatro
variedades de cafeeiros (Coffea arabica L.) em fase vegetativa, submetidas ao déficit hidrico e

doses de nitrato.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condi¢des de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Durante a conducdo do experimento
foram medidas a temperatura in loco e a umidade relativa do ar (Erro! Fonte de referéncia n
a0 encontrada.). Foram utilizadas quatro variedades de Coffea arabica L. (Mundo Novo,
Acaud, Catuai Vermelho e Catuai Amarelo) com seis meses de idade produzidas em sistema

hidropdnico.
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Figura 1- Umidade Relativa do ar (%) e temperaturas (°C) minimas, maximas ¢ médias didrias
e entre marco de 2017 e agosto de 2017 (Fonte: INMET).

O experimento foi conduzido durante 140 dias. Cada unidade experimental recebeu 4,5
litros de solucdo nutritiva. A solu¢do nutritiva adotada para o cultivo continha: 2,8 mmol/L
NO3™ como nivel baixo de nitrato (NB) e 7 mmol/L NO3 como nivel alto de nitrato (NA), 1
mmol L' P, 48 mmol L' K, 1 mmol L' Mg, ] mmol L' S, 2,1 mmol L"! Ca, 40 mmol Fe-
EDTA, 23 pmol L' B, 0,8 umol L' Cu, 12 pmol L' Mn, 0,3 umol L' Mo e 1 pmol L' Zn. Os
recipientes receberam aeragdo constante durante todo o experimento e correcdes de pH para
manter o valor em torno 6 + 0,2, utilizando-se HCI ou NaOH. Foram realizados monitoramento
e reposicoes periddicas dos nutrientes, com base na reducao da condutividade elétrica (CE)
admitindo-se até 30% de deplecdo, exceto para o nitrogénio. Para nitrato foi adotado o critério
de reducao dos 30% da concentracao utilizando o sensor LAQUA Twin Nitrate NO3 Meter®.
A medida que diminuia o volume da solu¢do com a evapotranspiracgio, era feita a reposigao

com agua deionizada até completar o volume total do vaso.

Para a induc¢do do déficit hidrico as solu¢des foram renovadas e acrescidas das
quantidades de PEG 6000 calculadas (Polietileno glicol) para gerar potenciais hidricos de -0,4;
-0,8; e -1,6 MPa (VILELA et al., 1991). As quantidades utilizadas por litro de solugdo para os
potenciais hidricos definidos foram 172,6 g, 240,2 g e 335,8 g, respectivamente. Essas
quantidades foram fracionadas em 6 parcelas e aplicadas diariamente durante seis dias de modo
a impor o déficit de forma gradativa. A plantas permaneceram sob estresse por um periodo de

76 dias.



Aos 140 dias apds a imposicao de todos os tratamentos (doses de N e déficit hidrico)
foram retirados aproximadamente 1,0 g de raizes finas e 7 discos foliares com peso aproximado
de 0,45 g das folhas totalmente expandidas, presentes no ter¢o médio das plantas de café. Em
seguida, as amostras foram lavadas em agua deionizada, armazenadas em nitrogénio liquido e

mantidas em ultrafreezer a -80 °C para posterior analise.
2.2. Determinacio de nitrogénio total na matéria seca de folhas e raizes

Ao final do experimento amostras de folhas e raizes foram lavadas com dgua deionizada,
acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa com circulacio for¢ada de ar, a 70°C, até
peso constante. A seguir, as amostras foram moidas em moinho tipo Wiley, e submetidas a
digestao sulftirica e determinacdo do N total pelo método de Kjeldahl (MALAVOLTA et al.,
1997).

2.3. Determinacio da concentracio de nitrato nas raizes

As raizes coletadas foram lavadas em agua deionizada e secas em estufa a 70 °C até
atingirem massa constante. Posteriormente, foram trituradas em moinho de facas tipo Willey e
acondicionadas em embalagens de papel. Na extracdo de nitrato (CATALDO et al., 1975)
utilizou-se 0,1 g de matéria seca e 10 mL de 4gua deionizada, colocados em banho maria por 1
hora. Apoés extracdo, foi adicionado, por meio de medida calibrada, 0,5 g de carvao ativado por
amostra para a obtencdo de extratos incolores. Apods agitacdo e repouso de 10 minutos, o

material foi filtrado em papel filtro quantitativo de filtragem lenta.

As concentragdes de nitrato em raizes foram determinadas pelo método colorimétrico
descrito por Doane e Horwath (2003). Adicionou-se 50 pL do extrato em 1,0 mL do meio de
reagdo. O reagente de reacdo foi preparado pela adigdo, em meio &cido, de cloreto de vanadio
(VCI), sulfanilamida e N-(1-nafitil) -etilamina, o qual ao ser adicionado a amostra promove a
dissociag¢dao do VCls, e o V (III) originado desta dissociagdo reduz o nitrato presente na amostra
a nitrito e 6xido nitroso, que capturados pelo reagente de Griess, promovem a formagao de uma
coloracdo avermelhada/résea. Apos o periodo de reacdo de aproximadamente 6 horas, as
concentragdes de nitrato em raizes das amostras foram quantificadas por espectrofotometria a
540 nm em espectrofotometro da marca HITACHI e modelo U-3210 estimado com base em

curva de calibrag@o preparada com padrdes de NOs".



2.4. Preparo dos extratos para analises das atividades enzimaticas (NR e GS)

A extragdo foi realizada segundo protocolo proposto por Radin (1974), adaptado por
Cambraia et al., (1989), com algumas alteragdes para a cultura do café. Amostras contendo
cerca de 0,2 g de tecido foliar e 0,4 g de raizes finas foram maceradas em almofariz na presenca
de N> liquido, com 0,2 g de PVPP (Polivinilpirrolidona). Posteriormente, foram adicionados 2
mL de um meio de extracdo constituido de tampao tris-HCI 0,1 mol L', pH 8,1, NiSO4 4 mmol
L1, glutationa reduzida 20 mmol L 'e 20 pmol L™! de PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride).
Os extratos brutos foram filtrados através de quatro camadas de gaze e centrifugados a 14.000
g durante 15 minutos, a 4 °C. O sobrenadante (extrato bruto) foi transferido para outro
microtubo envolto com papel aluminio, acondicionado em recipiente com gelo moido e, em

seguida utilizado para determinacdo da atividade das enzimas NR e GS.

2.4.1. Determinacio da atividade da redutase do nitrato (NR)

Para determinacdo da atividade da redutase do nitrato foi utilizado o ensaio in vitro
seguindo a metodologia de Radin (1974), adaptado por Cambraia et al., (1989). Aliquotas de
0,3 mL do extrato enzimatico foram adicionadas a 0,7 mL de um meio de reacao constituido de
200 mmol L de tampio tris-HCI, pH 7,5, 20 mmol L' de KNO3, 0,1 mmol L"'de NADH e de
triton X-100 1% (v/v), sendo a mistura incubada a 37 °C por 50 minutos na auséncia de luz.
Apos este tempo, a reacdo foi interrompida pela adicao de 1 mL de sulfanilamida 1 % (p/v) em
mistura com N-naftil etilenodiamino 0,01 % (m/v) em HCI 1,5 mol L™!. Apés 30 minutos de
repouso, o nitrito produzido foi determinado a 540 nm, utilizando espectrofotometro modelo
U-3210 (HITACHI). Os teores de nitrito nas amostras foram estimados com base em curva de
calibracao preparada com padrdes de nitrito e a atividade enzimatica foi expressa em umol de

NO; h'! g'! de matéria fresca.
2.4.2. Determinacio da atividade da glutamina sintetase (GS)

A determinacdo da atividade da enzima glutamina sintetase foi realizada utilizando o

método proposto por Elliott (1953), que se baseia na formagao de A-glutamilhidroxamato. A
atividade da GS foi avaliada pela adicao de 0,2 mL do extrato a 0,8 mL do meio de reagdo
constituido de 100 mmol L' de tampao Tris-HCI, pH 7,5, 10 mmol L™ de 2-mercaptoetanol,
40 mmol L' MgS04.7H,0, 10 mmol L' de NH;OHCI, 10 mmol L™! de ATP e 50 mmol L' de
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glutamato. O meio foi incubado em banho-maria por 10 minutos a 37 °C. Em seguida, a reacao
foi paralisada com a adi¢do de 1,0 mL da solugdo de cloreto férrico, contendo 370 mmol L' de
FeCls, 370 mmol L' de HCI e 200 mmol L' de 4cido tricloro-acético (TCA). Em seguida, a
amostra foi centrifugada por 5 minutos a 14.000 g. O quelato Fe-L-glutamil-y-hidroxamato
(GHA) produzido foi quantificado a 540 nm em espectrofotdmetro da marca HITACHI e
modelo U-3210 e estimado com base em curva de calibracao preparada com padroes de GHA.

Os resultados foram expressos em umol de A-GH h™! mg™! de matéria fresca.

2.5. Extracdo metandlica para analises de aminoacidos livres e proteinas soluveis

A extracdo foi realizada segundo protocolo proposto por Lisec et al. (2006).
Aproximadamente 30 mg de tecido foliar fresco foram pulverizados em nitrogénio liquido e
posteriormente os metabolitos foram extraidos em série por cloroformio:metanol:agua (2:1:2).
Primeiramente adicionou-se o metanol, onde o extrato foi agitado por 20 minutos a 80 °C em

um termomixer a 85 g. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 18.440 g por 10 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, e foi adicionado cloroférmio e dgua
ultrapura. As amostras foram centrifugadas a 1.505 g a 4 °C durante 15 minutos. Apds a
centrifugacdo, retirou-se 800 pl da fase superior (fase polar) para um novo tubo para
quantificagdo de aminoacidos. O precipitado foi lavado duas vezes em etanol 70%, e

posteriomente utilizado para a quantificagdo de proteinas (GIBON et al., 2004).

2.5.1. Determinacio da concentracio de aminoacidos livres

A concentragdo de aminoacidos livres foi determinada conforme descrito por Gibon et
al., (2004). Para a reacdo, foram combinados 50 pL do extrato metandlico, 50 pL. de tampao
citrato pH 5,2 contendo &cido ascorbico 0,2 % (p/v) e 100 uL de ninhidrina 1 % (p/v) em etanol
70 % (v/v). A reagdo foi incubada a 95 °C por 20 minutos em ambiente escuro. Apos esse
tempo, a amostra foi lida a 570 nm. A concentragdo de aminoacidos livres nas amostras foi
determinada utilizando-se curva padrio de leucina e os resultados expressos em umol g de

matéria fresca.

2.5.2. Determinacio da concentracio de proteina total soluvel

A concentragdo de proteinas soluveis totais foi determinada segundo Gibon et al.,
(2004). O precipitado resultante da extragdo metanolica foi ressuspendido em 400 pL. de NaOH
0,1 M. As amostras foram incubadas por 1 hora a 95 °C sob agitacao e em seguida centrifugadas

por 5 min a 18.440 g, a 4 °C. Uma aliquota de 5 pL do sobrenadante foi adicionada a 250 puL.
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da solugdo do reagente de Bradford (BRADFORD, 1976) e, posteriormente lida em
espectrofotometro da marca Thermo Sciectic Multiskan GO no comprimento de onda de 595
nm. A concentragcdo de proteinas soliveis nas amostras foi determinada utilizando-se curva

padrio de albumina sérica bovina (BSA) e os resultados expressos em mg g™' de matéria fresca.

2.6. Determinacio da concentracio de prolina livre

A determinagdo da concentracdo de prolina livre foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Shabnam (2016). Amostras de 100 mg de tecido radicular foram
homogeneizadas em 1 mL de acido sulfossalicilico 3 % (p/v), seguido de centrifugacdo a 5.292
g por 10 min. Em seguida, foram coletados 100 pnL do extrato e adicionados a 200 pL de solug¢ao
acida de ninhidrina (1,25 g de ninhidrina; 30 mL de acido acético glacial; 20 mL de 4cido
fosforico 6 M). As amostras foram incubadas por 1 hora a 100 °C e, em seguida a reacdo foi
paralisada em banho de gelo. As amostras foram transferidas para placas de microtitulagdo com
96 pogos e lidas no comprimento de onda de 520 nm, em espectrofotometro da marca Thermo
Sciectic Multiskan GO. As absorbancias foram comparadas a curva-padrao de prolina (0 a 300

ug mL ) e os resultados foram expressos em pmol g'! de matéria fresca.

2.7. Delineamento experimental e analise estatistica

As unidades experimentais receberam as combinagdes de 3 fatores, duas doses de
nitrogénio (alta e baixa), quatro potenciais hidricos: 0; -0,4; -0,8; e -1,6 MPa e quatro
variedades: Mundo novo, Acaud, Catuai vermelho e Catuai Amarelo, que compuseram um
esquema fatorial triplo (2 x 4 x 4) em delineamento de blocos ao acaso com trés repeticdes para
as variaveis NR, GS, nitrato, aminodcidos e proteinas, e com duas repeti¢des para prolina e NR

em raizes.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, pressuposto para
analise de variancia. A variavel proteina para atender o pressuposto foi transformada em

logaritmo neperiano (Ln). Para as demais variaveis ndo foi necessario transformacao dos dados.

Apos atender ao pressuposto, os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia.
Os dados qualitativos (doses de N e variedades) foram comparados pelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade. Os dados quantitativos (potencial hidrico) foram submetidos a analise de
regressao polinomial. Os modelos foram escolhidos com base no comportamento biologico, e
significancia dos coeficientes de regressao, utilizando o teste t a 5 % de probabilidade no

coeficiente de determinagdo. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
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SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011), ao nivel de 5 % de probabilidade, e os ajustes dos modelos
de regressdo, foram feitos pelo programa grafico estatistico SigmaPlot 10.0® (Systat Software

Inc.).

3. RESULTADOS

Nao houve interagao significativa entre os trés fatores estudados, em nenhuma das variaveis

analisadas (P<0,05).

Em dose alta de nitrogénio (NA), a concentra¢io de nitrogénio total (g kg™!) tanto nas
folhas quanto nas raizes foi superior em relagdo a dose baixa de nitrogénio (NB) em todos os

potenciais hidricos avaliados

Tabela 1- Concentracdo de nitrogénio total em folhas e raizes, nitrato em raizes, atividade da
nitrato redutase (NR) e da glutamina sintetase (NR) em folhas de cafeeiros sob doses de
nitrogénio (N alto e N baixo) em diferentes potenciais hidricos (MPa), em sistema hidropdnico.

PEG(MPa)
Dose de N 0,0 -0,4 -0,8 -1,6
N Total Foliar (g kg™! de MS)
N alto 30,99 a 2341 a 24,20 a 25,67 a
N baixo 21,08 b 20,58 b 21,34 b 22,45b
CV (%) 8.43
N Total Raizes (g kg! de MS)

N alto 29.09 a 20,95 a 21,82 a 22,75 a
N baixo 17,91 b 16,07 b 17,07 b 17,20 b
CV (%) 13,03

Nitrato (mg g! de MS)
N alto 13.92658 a 1.847917 a 2918750 a 3.469817 a
N baixo 2.173750 b 1.999350 a 3.134408 a 3.777375 a
CV (%) 65.77

NR (NOz h'! g'! de MF)
N alto 0.378800 a 0.208217 a 0.187217 a 0.192517 a
N baixo 0.090558 b 0.074175b 0.126850 a 0.094817 b
CV (%) 48.02

GS (\-GH h! mg! de MF)

N alto 0.155634 a 0.168066 a 0.232415 a 0.182754 a
N baixo 0.191365 a 0.190393 a 0.193920 a 0.234028 b
CV (%) 2958

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.



3.1. Atividade da nitrato redutase, glutamina sintetase e concentracio de nitrato nas

raizes

A concentragao de nitrato (NO3") nas raizes das quatro variedades ndo variou em
resposta ao déficit hidrico e nem as doses de N. Porém, houve interagdo entre as doses de
nitrogénio e os diferentes potenciais hidricos. Quando o déficit hidrico foi aplicado as plantas
sob baixa disponibilidade de nitrogénio ndo apresentaram diferenca significativa no teor de

nitrato radicular, sendo o valor préoximo de 2,77 mg g”' de matéria seca (Figura 1A).

Ja em dose alta de nitrogénio, houve queda do teor de nitrato a medida que aumentava
o déficit hidrico. Essa queda seguiu uma fun¢do quadratica e foi acentuada quando se passou
da condi¢do sem estresse para -0,4 MPa de estresse. Observou-se que na alta disponibilidade
de nitrogénio a concentragdo de nitrato atingiu o ponto minimo no potencial hidrico -1,03 MPa
(Figura 1A). O teor de nitrato radicular foi maior na dose NA apenas quando as plantas ndo
sofreram restri¢ao hidrica (0,0 MPa). Sob qualquer grau de restri¢ao hidrica essa concentragido

se igualou a das plantas cultivadas com dose NB (Tabela 1).

Em relacao a atividade da enzima nitrato redutase (NR) houve interagao entre as doses
de nitrogénio e os potenciais hidricos. Mesmo com a dose NA verificou-se diminui¢do da
atividade da nitrato redutase com aumento do deficit hidrico. A menor atividade da NR (0,149
umol de NO>  h'! ¢! de matéria fresca), ocorreu no potencial hidrico de — 1,09 MPa. No houve
diferenca na atividade da NR entre a NB nos potenciais hidricos, onde os valores concentraram-

se em torno da média 0,09660 pmoles NO,"h!' . g'! de MF (Figura 1B).

Quando avaliadas as doses de N dentro de cada potencial hidrico, observou-se que a
atividade da enzima nitrato redutase (NR) nas folhas apresentou os maiores valores, sob alta
disponibilidade de nitrogénio nos potenciais hidricos 0,0; -0,4; -1,6 MPa (P>0,05). Para as
doses de N dentro do potencial hidrico de -0,8 MPa ndo houve diferenca entre os tratamentos
(Tabela 1).

No potencial hidrico (0,0 MPa) a atividade da nitrato redutase em dose alta de nitrogénio
(NA) foi aproximadamente quatro vezes maior que a atividade em dose baixa (NB). Contudo a
medida que o potencial hidrico reduziu a diferenca da atividade NR entre as doses também
diminui, isto ¢, nos potenciais hidricos -0,4 e -1,6 MPa a atividade enzimatica em NA foi

aproximadamente trés e duas vezes superior em relacdo a dose NB, respectivamente (Tabela

1.
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Figura 2- Concentracao de nitrato em raizes (A), atividade da nitrato redutase (B) e atividade
da glutamina sintetase (C) em folhas de cafeeiro submetidos a doses de nitrogénio (N baixo e
N alto) e diferentes potenciais hidricos, em sistema hidroponico.

Houve interag¢do entre as doses de nitrogénio e os potenciais hidricos (P<0,05). Em
ambas as doses de nitrogénio a atividade da glutamina sintetase (GS) aumentou conforme
diminui¢do do potencial hidrico (Figura 1C). Na média das quatro variedades cultivadas com
dose NA a atividade da GS sofreu incrementos com o aumento do déficit hidrico, segundo
fungdo quadratica. Nesse caso, o ponto de méxima foi alcangado com -0,96 Mpa. Quando em
baixa disponibilidade de N a atividade da GS aumentou linearmente com o déficit hidrico.
Observou-se também diferenca na atividade entre as doses de N no potencial hidrico -1,6 MPa,

sendo que na dose NB a atividade da GS foi 22 % maior em relacdo a dose NA (Tabela 1).
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Houve interacdo entre as doses de nitrogénio e os potenciais hidricos (P<0,05). Em
ambas as doses de nitrogénio a atividade da glutamina sintetase (GS) aumentou conforme
diminui¢do do potencial hidrico (Figura 1¢). Na média das quatro variedades cultivadas com
dose NA a atividade da GS sofreu incrementos com o aumento do déficit hidrico, segundo
funcdo quadratica. Nesse caso, o ponto de maxima foi alcangado com -0,96 Mpa. Quando em
baixa disponibilidade de N a atividade da GS aumentou linearmente com o déficit hidrico.
Observou-se também diferenca na atividade entre as doses de N no potencial hidrico -1,6 MPa,

sendo que na dose NB a atividade da GS foi 22 % maior em relacdo a dose NA (Tabela 1).

Independentemente do deficit hidrico e da disponibilidade de N, houve diferenca na
atividade da NR entre as variedades (Figura 2). Para essa varidvel obteve-se maior valor na
variedade Acaua e menor valor em Catuai Vermelho. A variedade Acaua apresentou atividade

da NR 31 % superior em relacdo a atividade da NR da Catuai Vermelho.

05

0,4 -

Q

0,3 1 ab

1

0,1 1

NR [(nmol NO, h™" g™ (MF)]

0,0 T T T T
C. amarelo C.vermelho Acaua Mundo novo

Variedades

Figura 3- Atividade da nitrato redutase (NR) foliar em quatro variedades de cafeeiros
cultivadas em sistema hidropdnico. Média seguida de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Em relagdo a atividade da NR em raizes, a dose alta de nitrogénio se diferenciou da dose
baixa de N, sendo que a atividade enzimatica com dose NA foi 43 % superior em relacdo a dose

NB (P<0,05) (Figura 3).
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Figura 4- Atividade da nitrato redutase (NR) em raizes de cafeeiro cultivadas com doses de
nitrogénio (N baixo e N alto) em sistema hidroponico. Média seguida de mesma letra nao
diferem entre si pelo teste tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.2. Concentracio de prolina, aminoacidos e proteinas

Com relagdo as doses de N, verificou-se que a dose alta promoveu maior concentragao
de prolina em raizes (Figura 4A) e concentracdo de aminoacidos totais (AAS) nas folhas (P<
0,05) (Figura 4B), independentemente de variedade ou de déficit hidrico. Observou-se que os
teores de prolina livre em dose de NA foram aproximadamente 49 % maiores em relagdo a dose
NB. Em relacdo a concentragdo de aminodcidos totais nas folhas, observou-se que em dose NA

a concentracao de aminoacidos foi aproximadamente 1,7 vezes maior que em dose NB.

A) B)
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Figura 5- Concentrag¢do de prolina livre em raizes (A) e de aminoacidos totais (B) em folhas
de cafeeiro sob doses de nitrogénio (N baixo e N alto) em sistema hidroponico. Média seguida
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Houve aumento linear do teor de prolina com aumento do déficit hidrico, (P< 0,05)
(Figura 5). A concentracdo de prolina em potencial hidrico -1,6 MPa (15,90 umol g"'MF) foi

quase 10 vezes maior que no controle (1,62 pmol g'! MF).

18

15 9= 1,6255 -8,9230**x; r*= 0,9800

12

Prolina [umol g™ (MF)]
(o]

0,0 0,4 0,8 1,6
Potencial hidrico (MPa)

Figura 6- Concentracdo de prolina livre em raizes (umol g! MF) de cafeeiro nos diferentes
potenciais hidricos em sistema hidropodnico.

Para proteinas totais soluveis nas folhas as concentragdes s6 se mostraram inferiores
na baixa dose de N para as variedades Mundo Novo e Catuai Amarelo (P< 0,05) (Figura 6).
Houve interacdo entre as doses de N e as variedades quando analisados para a concentragao de
proteinas totais. As variedades Catuai Amarelo e Mundo Novo se diferenciaram em relagdo as

doses de nitrogénio. Em dose NA, a concentrac¢do de proteinas foi 40 % e 38 % superior em

14



relacdo a dose NB, em C. Amarelo e Mundo Novo, respectivamente. Entretanto, ndo houve
diferenca significativa na quantidade de proteinas das variedades C. Vermelho e Acaud, quando

se comparou entre as doses de N (Figura 6).
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Figura 7- Concentragio de proteinas totais soluveis (mg g"' MF) em folhas de cafeeiros sob
doses de nitrogénio (N baixo e N alto) em sistema hidroponico. Médias seguidas de mesmas

letra maitscula ou minuscula s3o iguais entre si pelos testes tukey e F de Fischer ao nivel de
5% de probabilidade.

4. DISCUSSAO

A assimilagdo do nitrogénio ¢ fundamental para o desenvolvimento, crescimento e
produtividade das plantas, porém como faz parte de diferentes rotas metabolicas, ¢ influenciada
pelo déficit hidrico. Com isso, durante a falta de 4gua as enzimas envolvidas na reducdo do
nitrato em amonio e, posteriormente sua incorporacdo em compostos organicos, apresentam

importante fun¢@o na sobrevivéncia das plantas (FERREIRA et al., 2002).

Neste trabalho a exposicao de variedades de café a alta dose de N e baixos valores de
potencial hidrico promoveu a diminui¢do do teor de nitrato nas raizes, e consequentemente a
diminui¢do da atividade da enzima NR (Figura 1A). Acredita-se que essa menor concentragao
seja resultado da menor absor¢ao de nitrato pelas plantas ao longo do déficit hidrico (Tabela 1).
O nitrato além de controlar a atividade da NR, por estimular a sua sintese, possui atuagao sobre

as proteinas de transporte associadas a absor¢ao e armazenamento do nitrato no vactolo, e sobre
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as enzimas redutase do nitrito, glutamina sintetase (GS) e glutamina-2-oxoglutarato

aminotransferase (GOGAT) (SODEK, 2004; LIMA et al., 2008).

Os resultados encontrados para a atividade da enzima NR, podem ser explicados pelo
fato da atividade da NR tanto nas folhas quanto nas raizes, ser bastante alterada por fatores
ambientais, como por exemplo: luz, temperatura, disponibilidade de nitrogénio e
disponibilidade hidrica. O nitrogénio no solo induz a sintese proteica, como por exemplo, da
enzima nitrato redutase. Contudo, se a planta passa por uma condi¢ao de estresse hidrico, sua
atividade pode ser limitada, devido a redug¢do na absorcdo de nitrato pelas raizes, em
consequéncia da falta de agua (MARUR et al., 2000; CARELLI; FALH, 2006; LIMA et al.,
2008).

Reis et al., (2005), avaliando a atividade da NR em cafeeiro em fungdo de diferentes
doses e sistemas de aplicag@o de nitrogénio, concluiram que a atividade da enzima redutase do
nitrato responde a adubagdo nitrogenada, ou seja, aumenta com as doses crescentes de
nitrogénio, interferindo diretamente na produtividade. Resultados semelhantes em cafeeiro

também foram encontrados por Khouri (2007).

Ja Marur et al., (2000) em algodoeiro submetido ao estresse hidrico, verificaram que a
atividade da NR em doses baixas de nitrato permaneceu inalterada, ao mesmo tempo que nas
plantas que foram adubadas com este nutriente apresentou aumento, corroborando os resultados
apresentados neste experimento. Segundo Khouri (2007) a diminuicao da atividade do nitrato
redutase por efeito de déficit hidrico, ocorre devido redugdo no fluxo de nitrato, por

insuficiéncia de 4gua, sendo esse substrato essencial na formacdo e atividade desta enzima.

Estes dados comprovam que mesmo com alta disponibilidade do nitrogénio, as plantas
sob déficit hidrico, tendem a diminuir a atividade da NR, devido a redu¢ao da absorcao de

nitrogénio, corroborando com os resultados encontrados neste trabalho (Figura 1B) (Tabela 1).

Entre as variedades, observou-se maior atividade da NR em Acaua (Figura 2),
justificando ao menos parcialmente, a sua maior tolerancia a seca, pois ela consegue, sob déficit
hidrico, manter a atividade enzimatica com menor alteragdo. Segundo Matiello et al., (2010), a
variedade Acaud apresenta caracteristicas como alta capacidade produtiva, imunidade a
ferrugem do cafeeiro, boa tolerancia ao nematoide M. exigua, alto vigor e tolerancia ao déficit

hidrico. Em grandes periodos de deficiéncia hidrica, variedades como Catuai e Mundo Novo,
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passam por estresse ¢ desfolhamento, acentuados pelo ataque de doengas como a ferrugem e

cercosporiose, enquanto lavouras de Acaua permanecem verdes e devidamente enfolhadas.

Em um estudo realizado por Carvalho et al., (2017) avaliando o potencial hidrico em
novas cultivares de café, concluiram que materiais de Acaua, apresentaram maior tolerancia ao
estresse hidrico, diferentemente das variedades de Catuai. Resultados contrarios encontrados
por Souza et al., (2015), verificaram que mudas de café arabica submetidas a estresse hidrico e
deficiéncia de nitrogénio, as variedades Acaua e Mundo Novo apresentaram maiores impactos
do déficit hidrico, porém em um periodo menor de estresse (96 horas). Acredita-se que um
maior periodo de déficit hidrico as plantas de Acaud conseguiram se adaptar e apresentar uma

resposta em relacao a atividade NR maior que as demais variedades.

Além da atividade da NR em folhas, observou-se também atividade nas raizes, onde em
alta dose de nitrogénio as médias das variedades para essa enzima foi maior que em baixa dose
de N (Figura 3). Fertilizagdo nitrogenada tende a beneficiar o crescimento, desenvolvimento e
consequentemente a produgdo do cafeeiro, mesmo quando associadas a fatores ambientais
restritivos como: temperatura, alta luminosidade e escassez de dgua. A cultura do café
demonstra elevado potencial de reduzir e assimilar o nitrato tanto nas folhas quanto nas raizes.
Essa reparticdo entre o sistema radicular e a parte aérea ¢ influenciado conforme a espécie,

idade e fatores do ambiente (CARELLI e FAHL, 2006).

Essa reparticdo da atividade da NR entre os o6rgdos ¢ regulada basicamente pela
eficiéncia do sistema radicular de exportar nitrato para a parte aérea, ou seja conforme aumento
da disponibilidade de nitrato, as raizes dos cafeeiros demonstram alta capacidade de
aumentarem a exportagcao deste ion para as folhas (SMIRNOFF e STEWART, 1985; GOJON
etal., 1994).

Confirmando os resultados encontrados neste estudo, CARELLI ¢ FAHL (2006),
estudando o crescimento de plantas de café, observaram que a atividade da NR ocorreu em
ambos os o0rgdos, contudo a atividade em raizes foi menor que nas folhas. No mesmo estudo,
0s autores constataram um maior acumulo de nitrato nas raizes em relagao as folhas, e quase
nenhuma atividade da NR foi detectada em periodo anterior a aplicagdo de nitrato. Ja segundo
Melo et al., 2014, houve diminui¢@o da assimilagdo de nitrogénio, e consequentemente reducao

da atividade da NR em raizes da cultivar Siriema sob déficit hidrico, concordando com os dados
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encontrados neste trabalho, onde a atividade da NR das raizes foi superior na dose NA (Figura

3).

O amonio produzido pela redugdo do nitrato ¢ incorporado em compostos organicos,
formando em seguida os aminoacidos. Estas reacdes sao decorrentes da atividade das enzimas
glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT). A GS desempenha uma posi¢ao central
no metabolismo do N nas plantas, em razdo de ser responsavel pela assimilagdo inicial do
amonio (GREGERSON et al., 1993; DONATO et al., 2004). Observou-se neste trabalho
aumento da GS conforme aumento do déficit hidrico, em ambas as doses de nitrogénio (Figura

1C).

Nas plantas estdo presentes duas isoformas da enzima glutamina sintetase (GS), uma
localizada no citoplasma (GS1) e outra no cloroplasto (GS2) (HIREL et al., 1984). A GS1 tem
a fungdo de assimilagdo de amodnio no citoplasma em condi¢do de escuro, enquanto a GS2
encontrada nas folhas é governada pela luz e pelo amoénio (NH4"), além do uso do NH4" da
fotorrespira¢do. Esse NH4" formado no decorrer da fotorrespiragio ¢ capaz de ser reassimilado
pelas plantas no cloroplasto (MCNALLY et al., 1983; HIREL et al., 1984; WALLSGROVE et
al., 1987, EDWARDS e CORUZZI, 1989).

Essa reassimilagdo do NH4" disponibilizado no decorrer da fotorrespiracdo em plantas
C3 apresenta cerca de 90 % do fluxo através da rota GS/GOGAT nas folhas. Com isso a menor
atividade da nitrato redutase encontrada neste trabalho, assim como o acimulo de nitrato, pode
ter favorecido o aumento da atividade da GS, ou seja, aumentado a assimilagdo do NH4"
resultante do processo fotorrespiratério, alternativamente ao caminho normal, do amonio

formado pela atividade da NR (STITT et al., 2002; ANDRADE NETTO, 2005).

Souza et al., (2015), observaram em estudo com mudas de café submetidas ao déficit
hidrico, aumento da atividade da GS e da eficiéncia na utiliza¢do do nitrogénio. Sabe-se que o
déficit hidrico levou a redugdo da disponibilidade dos nutrientes, ja que a dgua possibilita a
absor¢dao da maior parte dos nutrientes pelo sistema radicular, como o nitrogénio. Com isso,
com a falta de 4gua e um aumento na concentra¢do de amonio, faz com que haja uma maior
eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio pela planta, consequentemente evitando que o ion NH4"
acumule em niveis toxicos (HIREL e LEA, 2001), explicando os resultados do aumento da

atividade da GS (Figura 1C).
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Andrade Netto (2005), estudando a atividade da NR e da GS em cafeeiro, observou
aumento da GS em plantas expostas a radiacdo solar, relacionando esse resultado ao aumento
da disponibilidade de NH4" oriundo da fotorrespiragdo. Contudo, foi observado baixa
condutancia estomatica, reducao na taxa transpiratoria, na fotossintese liquida e diminuicao da
atividade da NR, processos que também ocorrem com diminui¢do do potencial hidrico.
Corroborando com os dados do presente trabalho, Castro (2006) observou que plantas de café

sob estresse hidrico, diminuiram a atividade da NR e aumentaram a da enzima GS.

Independentemente das variedades e das doses de N, com o aumento do déficit hidrico
houve aumento da concentragdo de prolina em raizes (Figura 5). Ao sofrerem com estresses
abioticos, principalmente o estresse hidrico, as plantas tendem a acumular compostos,
denominados solutos compativeis ou osmoprotetores, tais como a prolina. Esses solutos
apresentam como fungdes a preservacao da turgidez das células, conservacao da integridade de
proteinas e estruturas celulares, e proporcionam a diminui¢do do potencial osmoético em
situacdes de falta de agua (BRAY et al., 2001; MELONI et al., 2004; BARTELS e SUNKAR,
2005; GIANNAKOULA et al., 2008).

Almeida et al., (2007) em estudo caracterizando repostas morfologicas e fisioldgicas de
diferentes gendtipos de Coffea submetidos a estresse hidrico, observaram que as plantas
sobreviveram em consequéncia do ajustamento osmotico com aumento do teor de prolina. Ja
Silva et al., (2010), constataram que durante o estresse hidrico os teores de prolina aumentaram
em clone de café Conilon sensivel ao déficit hidrico. Outros estudos relataram também aumento
no teor de prolina em decorréncia do aumento do déficit hidrico em milho (FERREIRA et al.,
2002), soja (SILVA, 2017), cana-de-agtcar (FREITAS et al., 2011), guandu (MONTEIRO et
al., 2014) e alecrim-pimenta (ALVARENGA et al., 2011).

Com relacdo as doses de N, verifica-se que a dose alta promoveu maior concentracdo
de prolina em raizes (Figura 4A) e concentracio de AAS nas folhas (Figura 4B)
independentemente da variedade ou grau de déficit hidrico. Para proteinas soluveis totais nas
folhas as concentragdes s6 se mostraram inferiores na baixa dose de N para as variedades

Mundo Novo e Catuai Amarelo (Figura 6).

Em relacdo a concentragdo de aminodcidos totais e de proteinas, observou-se que em
dose NA a concentragdo tanto de aminodcidos como das proteinas foi maior que em dose NB,

ou seja, mesmo com a deficiéncia hidrica, a maior dose de N favoreceu uma maior sintese de
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aminoacidos (Figura 4B) e, consequentemente, das proteinas (Figura 6), quando comparados
com uma menor dose de N. Os aminoécidos formados durante o déficit hidrico além de suas
fungdes particulares, podem ser utilizados como fonte de nitrogé€nio para sintese proteica, assim
como podem ser utilizados no estoque de energia para as plantas se recuperarem de forma mais

rapida da condicdo de estresse hidrico (SUGUIYAMA et al., 2014).

O aumento da quantidade de aminodcidos perante os déficits hidricos pode ser
decorrente da diminui¢do da sintese proteica, ou de uma maior degradagdo de proteinas.
Entretanto, o aumento da quantidade de aminoacidos livres, principalmente prolina, ajuda a
diminuir efeitos negativos do déficit hidrico sobre as plantas (CATALA et al., 2007; KAUR e
ASTHIR, 2015).

5. CONCLUSOES

Em plantas jovens de café sob alta disponibilidade de nitrogénio, o déficit hidrico afetou
negativamente o metabolismo do nitrogénio, via redu¢do da concentragao de nitrato nas raizes

e atividade da NR nas folhas.

Em plantas jovens de café submetidas a baixa dose de N, a baixa concentragdo de nitrato
nas raizes e a baixa atividade da NR nas folhas ndo se alteraram com déficit hidrico crescente,
enquanto que a atividade da GS mostrou incrementos lineares em resposta a incrementos no

déficit hidrico.

O déficit hidrico tem menor impacto na assimilagdo de N em plantas de café bem
supridas com esse nutriente. Em qualquer nivel de déficit as plantas com alta nutricdo
nitrogenada apresentaram maior concentra¢cdo foliar de aminoacidos soluveis e de proteinas

soluveis totais.

Em plantas jovens de café sob déficit hidrico a prolina participou do ajustamento
osmotico, sendo sua sintese nas raizes aumentada com o aumento do déficit hidrico, € maior

em plantas bem supridas com N, do que naquelas sujeitas a baixas doses de N.

As variedades Mundo Novo, Acaud, Catuai Vermelho e Catuai Amarelo de modo geral

ndo apresentaram respostas diferenciadas ao déficit hidrico.
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Tabela 2- Quadrados médios para concentracdo de nitrato (NITR), atividade da nitrato redutase (NR), glutamina sintetase (GS),

APENDICE A

concentracdo de aminoécidos (AAS) e concentracdo de proteinas (PROT).

PV GL Quadrados Médios
NITR NR GS AAS PROT
N 1 184,091712* 0,505209* 0,007527™ 207,187173* 205,968458*
PEG 3 173,658661%* 0,046974* 0,009698* 13,815530™ 14,033917™
Variedades 3 6,491324™ 0,018833* 0,001152™ 10,193963™ 6,696113™
Bloco 2 9,902315™ 0,000224" 0,002246™ 171,121465™ 51,942130™
N*PEG 3 215,225870* 0,060077* 0,009263* 14,641996™ 19,445619™
N*VAR 3 11,750887" 0,014016™ 0,001443™ 2,946156™ 38,550423*
PEG*VAR 9 4,645786™ 0,007482" 0,005047" 8,555704™ 12,882829™
N*PEG*VAR 9 8,089622" 0,006592" 0,003136™ 5,204389™ 13,105232™
ERRO 62 7,471055™ 0,006597"™ 0,003279™ 11,854799" 14,590638™
Média 4,1560 0,1691 0,1935 5,5652 10,8721
CV (%) 65,77 48,02 29,58 61,87 35,13

* F significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
"8 F nao significativo ao nivel de 5%. NITR: Nitrato (mg g™'), NR: nitrato redutase foliar (umol de NO2- h-1 g-1 MF), GS: glutamina sintetase (\-GH h-1 mg-1 MF),
AAS: aminoacidos (umol g-1 MF), PROT: proteinas (mg g-1 MF).
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Tabela 3- Quadrados médios para concentrag@o de nitrato redutase (NRR) e concentracdo de prolina (PROL), nas raizes.

Quadrados Médios
FV GL

NRR PROL
N 1 1055,103874* 452,735730*
PEG 3 53,044909* 606,65123™
Variedades 3 84,369073" 44,085884"
Bloco 1 56,553220™ 163,777606™
N*PEG 3 64,649843™ 28,120723™
N*VAR 3 68,323396™ 17,041925™
PEG*VAR 9 64,702452" 59,243222"
N*PEG*VAR 9 99,428153™ 31,545721™
ERRO 31 47,562847" 33,333668™

Média 15,1559 7,8716

CV (%) 45,50 73,35

* F significativo ao nivel de 5% de probabilidade;

"8 F ndo significativo ao nivel de 5%. NRR: nitrato redutase raizes (nmol de NO2- h-1 g-1 MF), PROL: prolina (umol g"' MF).
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