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RESUMO

PINTO, Webert Saturnino, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, fevereiro de
2016. Parametros cinéticos da absorcao de nitrato e fotossintese em
cafeeiros adultos sob estresse hidrico. Orientadora: Herminia Emilia Prieto
Martinez. Coorientador: Ricardo Henrique Silva Santos.

O nitrogénio (N) é o elemento requerido em maior quantidade pelo cafeeiro, e,
no entanto, sua eficiéncia de uso é consideravelmente baixa, da ordem de 50%.
Além de aspectos ligados ao solo (fertilidade, disponibilidade hidrica) e a planta
(fenologia e fatores genéticos), outros relacionados a absorcdo e ao
metabolismo do N contribuem para esta baixa eficiéncia. A determinacdo de
parametros cinéticos da absorcao de nitrogénio, aliada a informacdes de trocas
gasosas e fluorescéncia da clorofila a podem propiciar um melhor entendimento
sobre o efeito conjunto destes fatores na dinamica de aquisicdo deste nutriente.
O objetivo geral deste trabalho foi determinar a influéncia do estresse hidrico e
da etapa do ciclo fenoldgico na absor¢cdo e metabolismo de nitrogénio em
cafeeiros (Coffea arabica L.) cv. Catuai Vermelho IAC 99. O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo com plantas adultas aos cinco anos de idade
cultivadas em solucdo nutritiva. O esquema experimental foi o de parcelas
subdivididas no tempo, sendo a presenca de déficit hidrico (EH+), ou ndo
(controle), os tratamentos, com trés repeticdes, estudados ao longo das fases
fenolégicas de prefloracdo (PF), floragdo/chumbinho (F-Ch), primeira expansao
rapida (PER) e enchimento de gréos (EG) (subparcelas). O estresse hidrico foi
induzido pela adigdo de polietilenoglicol 6.000 g mol* a solugdo nutritiva. Ap6s
periodo de condicionamento pré-experimental com restricdo nutricional,
procedeu-se a um ensaio de exaustdo de NOj. A solucdo pré-experimental foi
substituida por solucédo de KNO3500 pmol L (controle) ou KNOs 500 pmol Lt +
PEG 290,0 g L* (EH+), e iniciou-se a circulacdo. Apés periodo para estabilizacéo
do sistema, iniciou-se a amostragem de 1,0 mL de solucéo a cada 0,5 h por 7 h.
Posteriormente as amostras tiveram as concentracdes remanescentes de NO3
determinadas por espectrofotometria de absorcdo molecular, pelo método da
reducdo do nitrato pelo vanadio Ill. Com os dados de concentracdo de NO3 no

tempo, massa de matéria fresca de raizes finas e volumes iniciais e finais de

solucéo, estimou-se por meio método da aproximacao grafico-matematica os



valores de Km (Constante de Michaelis—Menten, em pumol L), vmax (velocidade
maxima de absorcdo, em pmol g! h?) e Cmin (concentracdo minima para
absorcdo, em pumol L1). A cada avaliacdo coletaram-se também dados de trocas
gasosas [taxa fotossintética, taxa transpiratoria (E), condutancia estomatica (gs),
CO2 subestomaético (Ci)] e fluorescéncia da clorofila a (fluorescéncia inicial (Fo),
eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fm), razao entre fluorescéncia
variavel e fluorescéncia inicial (Fv/Fo) e coeficiente de extingdo fotoquimica da
fluorescéncia (qP). Calculou-se a eficiéncia no uso da agua (EUA) pela razéo
A/E. Os valores médios de Km, Vmax, Cmin para nitrato em cafeeiros adultos foram,
respectivamente, 152,03 umol L, 0,66 pmol g! h' e 41,67 umol L* sob
disponibilidade hidrica suficiente e 120,49 pmol L?, 0,33 umol g* h' e 67,13
umol L't em plantas submetidas a déficit hidrico. O estresse hidrico reduziu
significativamente os valores vmax, aumentou os valores Cmin € ndo afetou
significativamente os valores Km. Os valores de Km foram maiores na PER e
intermediarios nas fases PF e F-Ch e menores em EG. J& vmax foi significativa
menor em EG quando comparada as outras fases. Os valores de Cmin foram
menores em EG. O estresse hidrico afetou a fase bioquimica da fotossintese,
reduzindo os valores de A, E, gs. Os parametros da fluorescéncia da clorofila a

nao foram afetados de maneira significativa pelo déficit hidrico imposto.
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ABSTRACT

PINTO, Webert Saturnino, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2016. Kinetics of nitrate uptake and photosynthesis parameters in fully
grown coffee trees under drought stress. Advisor: Herminia Emilia Prieto
Martinez. Co-advisor: Ricardo Henrique Silva Santos.

In spite of being the most required mineral nutrient by coffee trees, the use
nutrient efficiency (NUE) of nitrogen is considerably low, below 50% of total
applied N. In addition to matters related to soil management, such as water
availability, and related specifically to the plant, such as phenology and genetic
factors, others related to uptake and metabolism contribute for this low efficiency.
The determination of kinetic parameters of nitrogen uptake, coupled with gas
exchange information and chlorophyll a fluorescence can provide a better
understanding of the combined effect of these factors on the dynamics of N
acquisition. Therefore, the aim of this study was to determine the influence of
drought stress and the phenological stage on the absorption and nitrogen
metabolism in adult coffee trees (Coffea arabica L.) cv. Catuai Vermelho IAC 99.
The experiment was conducted in a greenhouse with five years old mature plants
grown in hydroponic nutrient solution. The experimental design was the split plot.
The whole plots were two, water deficit (EH+) and control treatments, with three
replicates studied along the phenological phases of pre-flowering (PF),
flowering/pin head fruit (F-PH), fruit first quick expansion (FQE) and fruit filling
(FF), the subplots. Drought stress was induced by the addition of polyethylene
glycol 6.000 g mol? to the nutrient solution. After pre-experimental conditioning
period with nutritional shortage, we proceeded to a NOj; (nitrate) exhaustion
essay. The pre-experimental solution was replaced by a KNOj3 solution containing
only KNO3 500 pmol L (control) or KNO3z 500 pmol Lt + PEG 290,0 g Lt (EH+),
and then system circulation was started. After a period for system stabilization (2
h), we started sampling 1.0 mL from each line every 0.5 h for 7 h straight.
Subsequently, the samples had the remaining concentrations of NO3 determined
by molecular absorption spectrophotometry employing the method proposed by
Doane and Horwath (2003). Based on NO3; concentration data over time, fresh
weight of fine roots, and initial and final solution volumes, the numerical values of

the kinects parameters Km (Michaelis-Menten Constant, pmol L%), Vmax
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(maximum absorption rate, umol g?* h?) and Cmin (minimal concentration for
uptake, pmol L) were estimated by the graphic-mathematical method. Data of
gas exchange [photosynthetic rate, transpiration rate (E), stomatal conductance
(gs), substomatic CO2 (Ci)] and chlorophyll fluorescence (initial fluorescence (Fo),
potential quantum efficiency of photosystem Il (Fv/Fm), the ratio of variable
fluorescence and initial fluorescence (Fv/Fo) and photochemical quenching of
fluorescence (qP). We calculated the water use efficiency (WUE) by the ratio A/E.
The average values found for Km, Vmax, Cmin In nitrate uptake were, respectively,
152.03 umol L%, 0.66 pmol g* h'and 41.67 pmol L under sufficient water
availability and 120.49 pmol L%, 0.33 pmol g* h'tand 67.13 umol g* h-in plants
under drought stress. Drought stress significantly reduced vmax values, increased
Cmin values and did not affected significantly Km values. On the other hand, Vmax
values were significantly lower during FF when compared to the other phases.
The Cmin values were lower during FF. Drought stress also affected the
biochemical phase of photosynthesis, reducing the values of A, E and gs. The
chlorophyll fluorescence parameters were not significantly affected by the

drought stress.
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1 INTRODUCAO

A cafeicultura € uma das atividades agricolas de maior importancia no
Brasil. Em 2015 a producé&o estimada foi de 42.148,3 mil sacas beneficiadas de
café e a area total utilizada para a producdo de 1.930,1 mil hectares (CONAB,
2015). O Brasil ainda figura como o maior produtor e exportador, abastecendo o
mercado mundial com 3.371.000 de sacas, cerca 37% das exportacdes mundiais
em 2015, de acordo com ICO (2015).

Concomitante a esta elevada demanda de producédo, o cafeeiro arabica
(Coffea arabica L.) é uma cultura com requerimentos elevados de nitrogénio,
sendo a faixa critica de teor foliar situada entre 2,90 e 3,20 dag kg de matéria
seca, de acordo com Martinez et al. (1999). As quantidades absorvidas e
exportadas deste nutriente sdo também consideravelmente elevadas. Segundo
Martinez e Neves (2015) uma lavoura cafeeira com uma populacdo média de
5.000 plantas extrai, em um periodo de duas safras, 55 meses, quantidades da
ordem de 490 kg ha' de N. Deste total, 25% ¢é exportado pelos frutos e
considerando-se um espacamento de 2 x 1 m, chega-se a valores em torno de
125 kg ha' de N removidos pela colheita.

Embora os valores exportados ndo aparentem ser tao altos, cabe salientar
gue a eficiéncia no uso do nitrogénio aplicado € bastante baixa. Raun e Johnson
(1999) estimam que apenas de 30 a 40% do nitrogénio aplicado sob a forma de
fertilizantes as culturas agricolas, em geral, é efetivamente utilizado pela planta
para a producédo de produtos Uteis como gréos, por exemplo. Existe, portanto,
uma grande parcela do N aplicado que é perdida (60 a 70%), através da
lixiviagdo do nitrato, desnitrificacdo no solo e incorporacao de N pela microbiota,
processos erosivos e perdas por volatilizacdo. Estes processos sao causadores
de perdas econbmicas e efeitos danosos ao ambiente (LEA e AZEVEDO, 2006;
VITOUSEK et al., 1997).

Em teoria, recomendacdes de adubacdo nitrogenada mais ajustadas as
condi¢cbes da planta e ao meio poderiam reduzir as perdas de nitrogénio. No
entanto, diferentemente dos demais macronutrientes, em geral, as
recomendacfes para N ndo se baseiam em andlise quimica dos teores das
formas disponiveis deste elemento no solo. Essa peculiaridade se deve, em

grande parte, a intensa atividade biogeoquimica que este elemento apresenta
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na biosfera, o que torna inviavel a predicdo da efetiva disponibilidade do N para
as plantas.

No entanto, estimativas de demanda de N podem ser feitas a partir de
aproximacbes com base nos teores foliares, quantidades exportadas do
nutriente pelos frutos, produtividade e eficiéncia na aplicagéo do fertilizante. Este
ultimo fator citado envolve sobretudo aspectos relacionados ao sistema de
cultivo, ao solo e a capacidade da planta em absorver e empregar ou armazenar
reservas deste nutriente.

Para otimizar a eficiéncia de aquisi¢céo e uso de nitrogénio € essencial que
ele seja fornecido em concentracdes 6timas em sincronia com a maxima
capacidade das raizes de absorvé-lo, o que, em tese, permitiria alcancar a
producdo maxima por unidade de N aplicado (LAWLOR et al., 2001).

Fatores de estresse abidtico como o0s estresses hidrico e nutricional
podem influenciar a absor¢cdo e assimilagdo de nitrogénio, devido a estreita
interacdo entre o processo fotossintético e o de absorcdo e assimilacdo de N
(NUNES et al., 1993; NUNES-NESI et al., 2010)

Além disso, aspectos ligados a fenologia das plantas também alteram a
dindmica de aquisi¢ao de nutrientes no cafeeiro, como demonstrado em diversos
trabalhos (CARVAJAL et al., 1969; NETO et al., 2014; CARELLI, 1987; CARELLI
e FAHL, 2006).

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi determinar a influéncia do
estresse hidrico e de etapa do ciclo fenolégico na absor¢do e metabolismo de
nitrogénio em cafeeiros (Coffea arabica L.) adultos. Os especificos foram
determinar os parametros cinéticos de absorcdo de nitrato, quantificar a
influéncia do estresse hidrico na absorcdo deste anion e, por fim, avaliar a
influéncia de etapa do ciclo fenolégico na absorcao e metabolismo do nitrato em

cafeeiros adultos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Demanda e func¢des do nitrogénio nas plantas

Depois do carbono, oxigénio e hidrogénio, o nitrogénio (N) € o elemento
mais requerido pelas plantas, cujos teores variam de 1,0 dag kg* a 5,0 dag kg*
na massa de matéria seca (MS), sendo componente integral de proteinas, acidos
nucleicos, clorofila, horménios vegetais e metabdlitos secundarios (TAIZ e
ZEIGER, 2010; HAWKESFORD et al., 2012). Uma vez que o carbono (C)
requerido pelas plantas € obtido do COz2, obtido via processo fotossintético, o
hidrogénio (H) via fotélise da 4gua e o oxigénio (O) também via fotossintese e
guebra da molécula de agua com energia provinda da radiacdo luminosa, o N é
o elemento mineral mais exigido pelas plantas superiores.

De acordo com Nelson et al. (2008), as proteinas estdo entre o0s
compostos macromoleculares mais abundantes nas formas de vida, possuindo
uma enorme gama de funcdes biolégicas como, por exemplo, estruturais,
cataliticas e de replicacao, regulacdo e expressao génica. Este grupo amplo de
substancias é constituido pelo arranjo de um grupo consideravelmente pequeno
de cerca de 20 unidades monoméricas, relativamente simples, denominadas
aminoacidos que, por sua vez, possuem uma estrutura tipica em que uma cadeia
carbbnica com uma terminacao carboxila (-COOH), denominado grupo R, liga-
se a um radical amino (-NHs).

As enzimas sao, de uma forma geral, proteinas com atividade catalitica
nas mais diversas reagdes bioquimicas. Nas plantas superiores uma enzima que
merece destaque é a ribulose-1,5-bisfosfato-carboxilase/oxigenase (rubisco).
Segundo Taiz e Zeiger (2010), o conteudo desta enzima pode chegar até a
compor até 400 mg g do contetdo de proteinas sollveis nas folhas. A rubisco
é responsavel pela etapa de carboxilacdo no Ciclo de Calvin, o qual termina por
fixar o carbono proveniente de CO2 em um esqueleto carbdnico a cada ciclo
culmina com a formacéo de carboidratos.

No processo fotossintético como um todo, além das reacdes do carbono,
o nitrogénio tem papel fundamental nas reacdes envolvendo a luz, sendo
importante  componente das clorofilas, o0s principais pigmentos
fotossinteticamente ativos nas membranas tilacoides. Estes pigmentos sao

compostos por anéis pirrélicos, os quais possuem uma substituicdo de um atomo
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de C por um de N formando um heterociclo que permite a coordenacao de quatro
destes anéis com o atomo de Mg*? no centro da molécula.

Esta configuracdo molecular permite que a clorofila, juntamente com
proteinas de ligacdo especifica que formam os complexos coletores de luz
(LHC’s), absorva energia da radiagdo luminosa do espectro visivel que sera
posteriormente armazenada em compostos intermediarios e finalmente em
carboidratos (NELSON et al. 2008).

2.2  Fenologia do cafeeiro e absorcao de nitrogénio

O ciclo fenologico dos cafeeiros da espécie Coffea arabica L. apresenta
uma sucessdo de fases vegetativas e reprodutivas que ocorrem em
aproximadamente dois anos, diferentemente da maioria das plantas que emitem
as inflorescéncias na primavera e frutificam no mesmo ano fenoldgico
(CAMARGO, 1985). ApGs varias propostas de metodologias para a
determinacao das etapas do ciclo fenolégico do cafeeiro, Camargo e Camargo
(2001) propuseram a segmentacao do ciclo em seis grandes fases: vegetacéo
e formacado das gemas florais, inducéo e maturacdo das gemas florais, florada,
granacéao dos frutos, maturagao dos frutos e repouso e senescéncia dos ramos
terciarios e quaternarios. As etapas florada, granacdo dos frutos, maturacao,
podem ser desdobradas em cinco subfases: chumbinho, expansdo rapida,
crescimento suspenso, granagado e maturacao.

Os processos de absorcdo, assimilacdo e transporte do nitrogénio séo
diferenciados a cada fase do ciclo fenolégico do cafeeiro. Neto et al. (2014),
estudando cafeeiros produtivos no oeste baiano e em Piracicaba (SP),
encontraram que a absorcdo de nitrato é mais intensa antes da floracdo e
durante o inicio da maturacdo dos frutos. JA a atividade da enzima nitrato
redutase é mais intensa na fase vegetativa. Carelli (1987), estudando plantas em
solucéo nutritiva, concluiu que a maior atividade desta enzima foi logo antes da
floracdo e na fase final da expanséo dos frutos.

Carvajal (1969), também estudando plantas de café em solucdo nutritiva,
determinou maiores taxas de absor¢céo de nitrato antes da antese e no inicio da

maturacao dos frutos, decrescendo apoés o florescimento.



2.3 Absorcao e metabolismo de nitrogénio

No solo o nitrogénio encontra-se presente como uma complexa mistura
de formas organicas e inorganicas, de distribuicdo extremamente heterogénea
e, variavel ao longo das estacdes e das horas do dia (MILLER e CRAMER,
2004). Desta variedade de formas, as plantas sdo capazes de absorver tanto
formas inorgéanicas, como o nitrato e 0 amonio, quanto formas organicas como,
como ureia e aminoacidos (MARSCHNER, 2012). A absorcédo de NO3s" (nitrato)
e NHz* (amonio) predomina em solos agricultados (HAWKESFORD et al., 2012).

Devido a maior concentracdo de nitrato (1 a 5 mmol L) que de aménio
(20 a 200 p mmol Lt) em solos agricultados, (OWEN e JONES, 2001), e a maior
mobilidade desse anion (MILLER e CRAMER, 2004) esta forma € mais
disponivel para a absorcéo radicular e, portanto, de maior relevancia para os
estudos de absorcéo.

A absorcédo radicular de nitrato € mediada por proteinas carreadoras
localizadas na membrana plasmatica das células epidérmicas e do coértex
radicular. Uma série de mecanismos fisiol6gicos de transporte intermediam a
absorcdo de nitrato ou amonio, com diferentes afinidades. Os ‘sistemas de
transporte de alta afinidade’, ditos HATS, operam em baixas concentragdes (<0,5
mmol L1) de nitrato ou amonio externo. Sob altas concentracdes, > 0,5 mmol L-
1, aabsorcdo é realizada, principalmente, por meio dos sistemas transportadores
de baixa afinidade (LATS), permitindo maiores influxos de substrato
(HAWKESFORD et al., 2012).

Segundo Crawford e Glass (1998) os HATS e os LATS sao codificados
respectivamente, pelas familias de genes NRT2 e NRT1, tendo ambos
expressao induzida em resposta aos niveis de nitrato no meio e por sinalizacées
internas na planta, como metabdlitos nitrogenados e a demanda da parte aérea
por N. Ha evidéncias que os transportadores NRT2 codificam especificamente
para carreadores de alta afinidade (IHATS), induzidos pela presenca de nitrato,
enquanto os transportadores NRT1 contribuem mais amplamente para a
absorcao de nitrogénio e apresentam tanto expresséao induzida como constitutiva
(iLATS e CLATS).

Por se tratar de um anion, o transporte de nitrato do meio exterior para o

interior das células epidérmicas e do cértex da raiz ocorre contra um gradiente



eletroquimico. A entrada do nitrato no citoplasma é entdo possivel por meio de
um sistema de simporte, onde dois prétons sdo bombeados para o exterior da
célula através de uma ATP-ase transmembrana, 0S quais posteriormente ao
retornarem passivamente ao interior da célula permitem a entrada de um ion
nitrato.

De acordo com Martinoia e Heck (1981), o nitrato absorvido pode se
acumular em elevadas quantidades no vacuolo, e serve tanto como reserva
como também permite seu fluxo constante de absor¢cdo do meio exterior, por
assim se evitar a inibicdo dos transportadores e da enzima nitrato-redutase pelo
acumulo do ion no citoplasma. DeAngeli et al. (2006) descrevem uma terceira
familia de genes com funcdo no transporte de nitrato, denominada canais de
cloreto (CLC). O gene descrito (CLCa) codifica para uma proteina simporter
nitrato/préton capaz de carrear nitrato do citosol para o interior vacuolar.

Outro destino possivel para o nitrato recém-absorvido pelas raizes ou
remobilizado do vacuolo € ser reduzido pela enzima nitrato redutase (NR) a nitrito
(Equacéo 1). Alternativamente, a reducdo do nitrato a nitrito pode ocorrer tanto

nas folhas, como nas raizes.
i N i NR i +
NO3 + 2H" + [NAD(P)H+2e ] —— NO, + NAD(P)" + H,0 1)

O nitrito por sua vez pode ser reduzido, no cloroplasto, a amonio por acéo
da enzima nitrito-redutase (NiR) utilizando a ferredoxina reduzida (Fdred) coOmo
fonte de potencial redutor, quando em tecido fotossintetizante, e.g. folha
(Equacdo 2), ou quando em outro tipo de plastidio em tecido néo
fotossintetizante, e.g. raiz, utilizando como potencial redutor NADH ou NAD(P)H

(Equacéo 3).

) N ) NiR . (2)
NO, + 6 Fd,.q +8H + 6 e ——— NH; + 6 Fd,,+ 2H,0

NiR
NO; + 2H*+ [3 NAD(P)H+3H'] + 6 & ——— NH:+3NAD(P)* +2H,0 )

O aménio €, entédo, incorporado em aminoacidos pelas enzimas sintase
da glutamina (GS) e a sintase do glutamato (GOGAT), formando glutamina

(GLN), glutamato (GLU) e outros aminoacidos e seus metabolitos



(BREDEMEIER e MUNDSTOCK, 2000; CRAWFORD , 1995; MILLER e
CRAMER, 2004).

A particdo do processo de reducdo do nitrato entre raiz e parte aérea é
variavel com a espécie, mas ndo € constante, e pode variar de acordo com
aspectos ambientais e fisiolégicos (ANDREWS, 1986). Carelli e Fahl (2006),
estudando a parti¢cdo da atividade de reducao do nitrato em cafeeiros, concluiram
que a relacdo entre a atividade da NR na raiz e na folha depende do regime de
irradiancia, sendo que quando maior a radiacao fotossinteticamente ativa (PAR),
maior era a reducao de nitrato nas folhas em relacdo as raizes e quando menor

a PAR a atividade da NR se concentrava majoritariamente nas raizes.

2.4  Absorcao, metabolismo de N e estresse hidrico

A deficiéncia hidrica est4 entre os fatores de estresse abi6tico mais
importantes afetando o desenvolvimento e produtividade de plantas (MENG et
al., 2016), o que tem sido agravado pelas mudancas climaticas globais e
consequentes alteracdes nos padrdes de precipitacdo (GUO et al., 2010).

Uma vez que o metabolismo de N e do C s&o intimamente relacionados
(CHAMPIGNY, 1995; STITT, 1999; MILLER e CRAMER, 2004) é esperado que
fatores que afetem a atividade fotossintética, tais como a restricdo hidrica,
também afetem o metabolismo do N.

MENG et al. (2016), estudando os efeitos do estresse hidrico induzido por
polietilenoglicol na absor¢éo e metabolismo de N em plantas da espécie arborea
Populus simonii C., verificaram que as plantas mantiveram a alta capacidade de
absorcdo para sustentar um crescimento normal, no entanto, o crescimento foi
limitado devido a inibigcdo dos genes envolvidos no metabolismo de N.

O trabalho ainda apontou que a atividade da NR, tanto em raizes como
folhas, foi reduzida sob estresse hidrico e que, ainda, a relagcéo nitrato/aménio
na planta diminui devido a reducéo na absorcao de nitrato e na inducdo de genes
AMT1;2 e AMTL1;6, que codificam para transportadores de amdonio. Portanto, sob
estresse hidrico, na espécie estudada, mecanismos de absorcdo de amodnio
tendem a ser preferidos, devido possivelmente a menor demanda energética
para a incorporacdo do aménio (mais reduzido) em relagdo ao nitrato (mais

oxidado).



Em amendoeiras, Martinez et al. (2015) verificaram que a absorcéo de
nitrato e a atividade da NR sé&o afetadas por curtos periodos de estresse hidrico,

quando os potenciais hidricos (Ww) alcangcam valores inferiores a -0,18 MPa.

Em cafeeiros arabica jovens, Souza (2015) observou que o estresse
hidrico provocou aumentos na especificidade dos carreados para nitrato, com
Km (s) médios de 236,28 umol L't em plantas sem estresse e de 104,27 umol L
L em plantas com estresse hidrico e, mas também, aumentou a concentracédo
minima (Cmin) para absorcéo deste ion, sendo os valores deste parametro 41,09
e 30,18 umol L2, respectivamente, em plantas submetidas e ndo submetidas a

estresse hidrico.

2.5 Cinética de absorcéo

Michaelis e Menten (1913) propuseram um modelo simples para
descrever a taxa de atividade enzimética (Equacao 4), sendo até hoje um dos
melhores modelos conhecidos em cinética enzimatica, de acordo com Li et al.
(2013).

C

Vg =V T
0 mame+C

(4)

Onde vorepresenta a velocidade instantanea da reagdo; vmaxa velocidade
maxima de reacao, ou seja, a concentracdo! do substrato na qual a reacéo atinge
a taxa maxima e ocorre a saturacdo enzimatica; C a concentracéo! do substrato;
Km é a concentracdo de substrato na qual se atinge % vmax (LI et al., 2013).

A absorcao de ions pelas plantas € dependente das concentraces destes
no meio. Esta relacdo ndo é linear, mas segue um modelo que descreve uma
curva assintotica (Figura 1). A curva é muito semelhante a que se obtém quando
a velocidade de uma reacado enzimatica € colocada em funcdo da concentracdo
do substrato (FAQUIN, 2005). Esta semelhanca foi primeiro evidenciada por
Epstein e Hagen (1952).

1 Embora consagrado na literatura, o termo “concentrag&o” ndo se adequa em conceitos quimicos ao que
refere neste caso, sendo o termo “atividade” o mais adequado. No entanto, devido a grande proximidade
entre os valores de “concentracdo” e “atividade” nos meios estudados, e evitando-se maiores conflitos entre
0s termos empregados no presente nos demais trabalhos, foi mantido o uso do termo “concentragdo” em
equivaléncia a “atividade”.

8



Velocidade de absorcao (vo)

Concentracio externa de soluto (C)

FIGURA 1. Modelo de Michaelis-Menten adaptado para o transporte transmembrana
de um soluto.

Adaptado de Taiz e Zeiger (2010)

Como as raizes das plantas ndo esgotam completamente o nutriente da
solucéo, mas reduzem-no a uma “concentracdo minima” onde o influxo = efluxo
(v=0), dai a introducdo de um novo parametro, também caracteristica da propria
planta, na equacdo de Michaelis-Menten, a “concentragdo minima” (Cmin =
[M]min) (FAQUIN, 2005). Portanto a equacdo de Michaelis-Menten adaptada
para a absorcéo de nitrato por exemplo, ficaria na forma mostrada na Equacéo
5.

_ Vmax (INO5] - Cruin)
K + ([NO3'] - Crrin)

(5)

0

Com base a deplec¢éo do ion em uma solucédo de volume e concentragédo
conhecidos, Claassen e Baber (1974) elaboraram uma técnica em que a
concentracdo de cada amostra € multiplicada pelo volume de solucdo no
momento da retirada da amostra, obtendo-se uma func¢ao quantidade (q) x tempo

(t). Os parémetros cinéticos vmax € Km s80 entdo calculados a partir derivada



dessa funcgéo, 6q/dt. O Cmin € dado pela estimativa da concentragdo no ultimo
ponto da curva g x t.

Para simplificacdo dos calculos dos parametros cinéticos, por Ruiz (1985)
prop6s o modelo gréfico-matematico, que divide a fungcéo g x t em um segmento
linear e um segmento assintético.

Do ponto de vista pratico espera-se, portanto, que menores valores de Km
e Cmin € valores mais elevados de vmax Sejam atributos de interesse, por, em tese,
possibilitar maior disponibilidade do nutriente ao processo assimilatorio e pela

potencial reducao de perdas no solo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Condicbes experimentais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vicosa com cafeeiros (Coffea arabica L.)
cv. Catuai Vermelho IAC 99. As plantas tinham a mesma idade aproximada de
cinco anos e foram cultivadas em sistema hidropdnico circulante de trés fases,
onde a fase sdélida era composta por areia e argila expandida.

Este sistema consiste em um reservatoério para a solugéo nutritiva de onde
uma bomba de inducéo é acionada periodicamente através de um temporizador.
A solucéo, entdo bombeada, irriga trés vasos em linha, cada um contendo uma
planta, como ilustrado na Figura 2. A solucao nutritiva apds permear a fase solida
é drenada novamente para o reservatorio. A solugdo nutritiva utilizada para
cultivo dos cafeeiros foi adaptada de Clemente et al. (2013) e tinha as seguintes
concentragées de nutrientes: 5,0 mmol L de N, 0,5 mmol L de P, 4,0 mmol L
lde K, 2,3 mmol L Ca, 1,0 mmol L*de Mg, 1,8 mmol Lt de S, 23,0 umol L1 de
B, 1,0 umol L*de Cu, 12 umol L* de Mn, 0,5 pumol Lt de Zn, 60,0 pmol L de Fe
e 0,5 umol L de Mo.

Os vasos utilizados para o crescimento das plantas tinham capacidade de
30 L e continham, cada um, uma unica planta. Do volume total, 1/3 (inferior)
encontrava-se preenchido com argila expandida, e o restante com areia lavada
em meio &cido. O topo do vaso continha um pequeno espag¢o com cerca de 5
cm, com a finalidade de se evitar o transbordamento de solucdo. Cada linha era
composta por trés plantas ligadas a um mesmo reservatorio contendo um volume
de 20 litros de solucéo nutritiva (Figura 2).

Para a reposi¢cado dos nutrientes absorvidos da solucéo utilizou-se como
referéncia a condutividade elétrica, sendo a reposicéo feita de acordo com a
deplecéo dos cations e anions em solugéo, sempre que a condutividade elétrica
indicava deplecgao = que 30%. O pH foi mantido na faixa 6tima contida entre 4,50
e 5,50, sendo o ajuste feito pela adicdo solucédo de HCI 2,0 mol L't ou NaOH 1,0

mol L.
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FIGURA 2. Esquema do Sistema Hidropénico Trifasico Fechado.
(Adaptado de Silva Filho, 2011)

1-Bancada de Sustentacao; 2-Tubulag&o de alimentagéo 3-Tubulagdo de distribuigcéo;
4 e 5- Tubulacdo de retorno (dreno); 6-Reservatorio de solucdo nutritiva; 7-
Motobomba; 8-Temporizador

3.2 Esquema experimental

A exaustdo do nitrato de uma solucdo com concentracdo e volumes
conhecidos e os parametros fotossintéticos foram avaliados trés vezes ao longo
do ciclo de desenvolvimento dos frutos empregando-se esquema experimental
de parcelas subdivididas no tempo (Figura 4). Os tratamentos principais
(parcelas) foram estresse hidrico (EH+) e sem estresse hidrico (controle), e as
subparcelas as fases do ciclo fenologico: prefloracdo (PF), florescimento-
chumbinho (F-Ch) e primeira expansao rapida (PER) enchimento de graos (EG).
Assim tem-se duas parcelas, quatro subparcelas com trés repeticbes. Cada
repeticdo foi composta por uma linha de circulacdo a qual possuia trés vasos
com uma planta cada um (Figura 2). Em cada avaliacéo utilizaram-se seis linhas
(18 plantas), sendo que a trés linhas adicionou-se PEG no reservatorio de
solucéo nutritiva, para inducao de estresse hidrico, e trés linhas permaneceram
sem estresse hidrico. Admitiu-se que PEG adicionado ao reservatorio teve
solubilizagédo perfeita e que todos os trés vasos da linha receberam volumes

iguais de solucao nutritiva a cada circulacao.
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Foram empregados 20 L de solucéo de nitrato de potassio com 500 pmol
L1 de NO3z” como solucdo de exaustdo para cada repeticdo (trés plantas). Com
o decorrer do experimento esse volume se reduziu devido a evapotranspiracao.
O volume médio de agua consumido pelas plantas de cada repeticdo ao longo
do dia foi determinado pela diferenca de peso do conjunto

reservatorio/solucdo/vasos com plantas ao inicio e ao final do periodo.

Avaliacdo 1 Avaliagdo 2 Avaliagio 3 Avaliagido 4

Prefloracdo Floracéo- 12 Expansao Enchimento de
(Pf) Chumbinho rapida graos
F-Ch PER (EG
_ I &:‘\\\ I \ﬂ .................. I ........

SET/2015 DEZ/2015 JAN/2016 MAR/2016

Figura 4 . Cronologia das fases fenoldgicas observadas durante as quatro avaliagdes

experimentais.

3.3 Condicionamento pré-experimental

As plantas foram condicionadas por quatro dias antes do dia do
experimento de exaustdo. Nessa etapa prévia, com o intuito de aumentar a
capacidade de absorcdo de nitrato, as plantas foram submetidas a estresse
nutricional, havendo a troca da solug&o nutritiva completa por uma contendo 2%
da concentracdo de N usada para o crescimento e manutencéo das plantas e
10% dos demais nutrientes.

Também nesta fase iniciou-se a adicdo gradual de polimero
polietilenoglicol (PEG) com massa molecular 6.000 g mol? U.S.P (PEG) a
solucéo nutritiva, com a finalidade de submeter as plantas, gradualmente, até
que se alcancasse -1,0 MPa de potencial hidrico foliar. Para este resultado,
foram adicionados 290,0 g desta substancia por litro de solucdo nutritiva, de
acordo com Vilella et al. (1991).

Portanto, trés das seis linhas instaladas para a avaliagdo receberam
1,450 kg de PEG por dia, durante quatro dias, parcelados em duas vezes
(0,725 kg de manha e 0,725 kg a tarde). Portanto, de maneira indireta, cada vaso
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recebeu 1/3 da dose necesséria, aproximadamente 483 g por dia, de maneira
cumulativa, até a quantidade de PEG alcancar 5,8 kg em 20 L de solug&o (290,00

gLh.

3.4 Ensaio de exaustao de nitrato

Para obter os parametros cinéticos de absor¢céo de nitrato pelo cafeeiro
realizaram-se quatro ensaios de exaustdo, um em cada fase fenologica
relacionada em 3.2. As avaliacbes foram iniciadas aproximadamente quatro
horas apds o nascer do sol. No dia da avaliagdo substituiu-se a solugdo nutritiva
contida nos reservatorios de todas as linhas por uma solug¢édo contendo apenas
500,0 umol L? de nitrato, preparada adicionando-se 1,011 g de nitrato de
potassio a 20,0 L de agua deionizada.

As trés linhas as quais o tratamento primario era EH+ adicionou-se
também 5,8 kg de PEG ao recipiente reservatorio e homogeneizou-se a mistura.
Os vasos contendo as plantas e os reservatorios de solucdo tiveram a massa
aferida por meio de balanca eletronica. Colocou-se entdo o sistema em
funcionamento e aguardou-se duas horas para que o processo de absorgcao
atingisse o estado estavel, estimado como alcancado apés cerca de 2 h da
primeira circulacdo da solucdo nutritiva. Apés este periodo, a cada 0,5 h, fez-se
a coleta de 1,0 mL de solucdo nutritiva do reservatério de cada linha, durante
cerca de 7,0 h, sendo o volume coletado reposto igualmente com &gua
deionizada.

As amostras de solucdo coletadas foram armazenadas em tubos tipo
Falcon, identificadas de acordo com a linha e tempo de coleta, e acondicionadas
sob refrigeracdo em caixa térmica contendo gelo, para posterior determinacao
da concentracdo de nitrato. Ao final do periodo de exaustdo cada conjunto

reservatorio-solucdo-vaso com plantas foi novamente pesado.
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3.5 Determinagdo da massa de raizes finas

Para separacao e determinacdo da massa de raizes finas (@ < 2,00 mm)

fez-se a desmontagem dos recipientes contendo as plantas (Figura 5).

(@) (b)

(©) (d)

FIGURA 5. Detalhe de um macico de raizes, areia e argila expandida retirado de um
recipiente (a); macico de raizes partido ao meio (b); separagdo da areia e argila
expandida das raizes (c); massa de raizes finas e grossas separadas da areia e argila
expandida (d).

As raizes de todos os diametros foram separadas e armazenadas em
solucéo isotonica. Em um segundo momento retirou-se uma subamostra de
cerca de 20% da massa de matéria fresca de raizes de uma das plantas que
compunham cada repeticdo, e separou-se manualmente as raizes finas,
utilizando-se o critério visual, calculando-se em seguida o percentual de raizes
finas nessa amostra. Com a massa de matéria fresca total de raizes de cada
recipiente e o percentual de raizes finas calculado, estimou-se a massa de raizes
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finas de cada vaso. A soma da massa de raizes finas das trés plantas de cada
linha resultou na estimativa da massa total de raizes finas da linha (repeticao).

3.6 Determinacao de volume transpirado por linha

O volume de agua transpirado pelas plantas durante a avaliacdo foi
determinado por diferenca entre a massa, aferida antes do inicio da coleta de
amostras e apos sua finalizagdo. Apos o preparo das solucdes de exaustdo, por
volta das 9:00 h fez-se a afericdo da massa do reservatorio contendo a solucéo
nutritiva e dos recipientes contendo as plantas. Apds o encerramento do ensaio
de exaustdo a cada avaliacédo, por volta das 17:00 h, fez-se a afericdo das
massas dos mesmos recipientes.

A diferenca entre a massa total do conjunto antes e depois do ensaio de
exaustdo de nitrato representa o volume transpirado, considerando-se a

densidade da dgua constante em ambas leituras e equivalente a 1,0 kg dm,

3.7 Determinacao da concentracao de nitrato na solucao de

exaustao

As concentracdes de nitrato em solucéo foram determinadas pelo método
colorimétrico descrito por Doane e Horwath (2003), que detecta quantifica nitrato,
pela adicdo de um Unico reagente a amostra. O reagente é preparado pela
adicdo, em meio acido, de cloreto de vanadio (VCIs), sulfanilamida e N-(1-nafitil)-
etilamina. Quando adicionado a amostra o V (lll), proveniente da dissociacao do
VCls, quantitativamente reduz o nitrato presente na amostra a nitrito e oxido
nitroso, que capturados pelo reagente de Griess, promovem a formac&o de uma
coloracdo avermelhada/résea. ApGs periodo de reacao de aproximadamente 8,0
h e transferéncia das amostras para placas de microtitulacdo com 96 pocos,
procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro de absor¢céo molecular Biochrom EZ
400 READ, no comprimento de onda de 540 nm. Para garantir a inclusdo do
efeito de matriz nos resultados, foram preparadas curvas com e sem
polietilenoglicol, uma vez que esta substancia poderia interferir na formacéao do

complexo que determina a coloragcdo mensurada pelo aparelho.
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3.8  Célculo dos parametros cinéticos de absorcao de nitrato

O volume instantéaneo (Vinst) de solugéo foi obtido somando-se o volume
final e adicionando-se a variagao entre o volume inicial (Vi) e o volume final (V)
pelo tempo de avaliacéo (ta), em funcéo do instante da coleta da amostra (At;,;)

como demonstrado na Equacéo 6.

Vi - Vs
Vinst= Vf + t_ Atinst (6)

a

De posse dos dados concentracéo de nitrato nas amostras das solucdes
de exaustéo, volume de agua transpirado ao longo do periodo de exaustao pelas
trés plantas que compunham cada repeticdo (linha) e peso de matéria fresca de
raizes finas das dessas mesmas plantas, calcularam-se os parametros cinéticos
Vmax, € Km € Cmin referentes a absorcao de nitrato. Utilizou-se a técnica proposta
por Claassen e Baber (1974) em que a concentracdo de cada amostra é
multiplicada pelo volume de solugdo no momento da retirada da amostra,
obtendo-se uma funcao quantidade (q) x tempo (t). Os parametros cinéticos Vmax
e Km séo entéo calculados a partir derivada dessa funcéo, 8g/dt. O Cmin € dado
pela estimativa da concentra¢do no ultimo ponto da curva q X t.

Para efeito do célculo do volume de solucdo no momento de retirada de
cada amostra considerou-se a taxa de transpiracdo constante ao longo do
periodo de exaustdo. Para calcular os parametros cinéticos empregou-se o
modelo grafico-matematico, proposto por Ruiz (1985), que divide a funcéo q x t
em um segmento linear e um segmento assintético. Os calculos foram realizados
com o auxilio do software Cinética para Windows® (RUIZ e FERNANDES FILHO,
1992).

Os dados de entrada no software foram os tempos de coleta em h e
concentracdes instantaneas de nitrato em solucdo (umol L), o volume inicial de
solugdo nutritiva (L), o volume amostrado (mL), a duracdo do periodo de

amostragem (h), o volume final (L) e a massa de raizes finas (Q).
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3.9 Determinacgdo de tensdo hidrica foliar

A potencial hidrico foliar (Wwf) foi determinado utilizando-se uma camara
de pressao do tipo Scholander. Na antemanhd do dia de cada avaliacéo,
coletaram-se trés folhas de cada planta, determinando-se sua tensao hidrica

imediatamente.

3.10 Andlise de trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a

Para a determinacdo de atividade fotossintética fez-se avaliacOes
utilizando-se aparelho IRGA (Infrared Gas Analyzer) modelo LCi-SD (ADC
BioScientific, Hoddesdon, Inglaterra) dos valores de condutancia estomética (gs),
taxa de assimilacdo de carbono (A), taxa transpiratéria (E) e concentracdo de
CO2 subestomatico (Ci). A eficiéncia intrinseca no uso da agua (EUAI) foi
calculada pela relacdo entre a taxa de assimilacdo de carbono e a taxa
transpiratoria (EUAI = A/E). Estas medi¢Bes foram realizadas entre duas e trés
horas apés o inicio de fornecimento de nitrato as plantas, pincando-se uma das
folhas do terceiro ou quarto par de um ramo plagiotropico localizado na por¢ao
meédia da planta. Utilizou-se radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) natural
(~850-1100 pmol m2 s de f6tons), concentracdo atmosférica de COz2 (Ca) (~400
pumol mol?), temperatura da camara foliar (25-35 °C) e temperatura da folha (28-
39 °C).

As informacfes de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (PPFD),
temperatura do ar e umidade relativa do ar ao longo de cada dia de avaliacao,
foram obtidas de dados da estacdo meteorolégica Vigosa-A510 do INMET,
localizada em Vigosa-MG (-20.762607°, -42.864013°).

Também foram coletados dados referentes a resposta nos padrdes de
fluorescéncia da clorofila a, por meio do uso de um fluorémetro portétil modelo
JUNIOR-PAM (H. Walz, Effeltrich, Alemanha). Nesse caso, as folhas foram
adaptadas ao escuro por 30 minutos antes de expor os tecidos foliares a uma
luz vermelha modulada (0,03 pmol m?2 s?). Em seguida, determinou-se a
fluorescéncia inicial (Fo). Posteriormente, foi feita aplicacdo de um pulso de 0,8
s de luz actinica saturante (>6000 pmol m=2st). A fluorescéncia momentanea
(Fs) e maxima (Fm’) foram avaliadas em tecidos adaptados a luminosidade. Os

valores de Fm e Fm’ foram determinados pelo método do pulso de saturacéo
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(BOLHAR-NORDENKAMPF e OQUIST, 1993). A fluorescéncia basal (Fo’) foi
medida apés a excitacdo do fotossistema | com radiagéo infravermelha.

Com estes resultados, estimou-se o rendimento quantico potencial do
fotossistema Il (YII), utilizando-se a equacao Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm. O coeficiente
de extingéo fotoquimica foi determinado aplicando-se os valores dos parametros
obtidos na equacgéo qP = (Fm’ - Fs)/(Fm’ — Fo’).

Estas medi¢cdes foram simultaneas aquelas realizadas com o IRGA e
sempre realizadas na folha alterna oposta aquela utilizada para realizar as
medigdes com o IRGA, previamente isolada da radiagdo luminosa natural pelo

uso de uma cobertura de papel-aluminio.

3.11 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, em
delineamento inteiramente ao acaso com parcelas subdivididas no tempo. A
significancia efeito do estresse hidrico (parcelas) foi avaliada por meio do teste
F, a 5% de probabilidade. Para comparacdes entre médias obtidas nas diferentes
fases fenoldgicas (subparcelas) e com as interacdes estresse hidrico x fase
fenoldgica foi aplicado o teste de médias Student-Newmann-Keuls (SNK) a 5%
de probabilidade. Foi utilizado o programa estatistico Assistat ® versdo 7.7
(SILVA e AZEVEDO, 2009).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Potencial hidrico foliar (  ¥wr)

A aplicacdo do PEG na concentragdo de 290,0 g L™ de solugédo nutritiva
resultou em uma alteracdo significativa no potencial hidrico foliar (\Wwr), medido
na antemanha (Tabela 1). Estes valores estdo de acordo com 0 proposto por
Vilella et al. (1991) para a concentracdo de PEG utilizada.

Tabela 1. Tensé&o hidrica foliar (W) medida na antemanhd em cafeeiros em solugéo

nutritiva contendo 0,0 g L (controle) e 290,0 g L (EH+) de polietilenoglicol 6.000 g
mol-.

PF F-Ch PER EG

Trat. Cv-a’
MPa (%)
Controle -0,50 bB -0,62 bAB -0,50bB -0,62 bAB 16,13
EH+ -0,98 aA -1,05 aA -0,75 aB -0,94 aA
CV-b™ (%) 7,57

Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na mesma coluna ndo diferem pelo teste Student-
Newmann-Keuls a 5% de probabilidade.

Médias seguidas pela mesma letra maildscula na mesma linha néo diferem pelo teste Student-Newmann-
Keuls a 5% de probabilidade.

*Coeficiente de variagdo na parcela;

**Coeficiente de variagdo na subparcelas.

4.2 Influéncia do estresse hidrico nos valores de K m, Cmin € Vmax

A absorcédo de nitrato pelas plantas de café apresentou padréo bifasico,
dependente da concentracdo externa, descrito pela equacdo de Michaelis-
Menten, como o esperado para a faixa de baixas concentracdes externas do ion
(Figura 7 e 8). Os parametros cinéticos variaram de 120,48 a 264,98 pmol L*
para o Km, 0,22 a 0,83 umol g* h'! para Vmax € 41,84 a 107,90 umol Lpara o
Cmin (Tabela 2), e sofreram influéncia da fase fenoldgica da planta e de seu
potencial hidrico. Para Km e Cmin, esses valores sdo da mesma ordem dos
encontrados por Souza (2015). Esse autor trabalhou com cafeeiros de 9,5 meses
de idade e encontrou Km (s) médios de 236,28 umol L't em plantas sem estresse
e de 104,27 umol L* em plantas com estresse hidrico e, Cmin de 41,09 e 30,18
umol L1, respectivamente, em plantas submetidas e ndo submetidas a estresse

hidrico.
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Figura 7. Absorcédo de nitrato por cafeeiros adultos (umol g* h) sem restricédo
hidrica (controle) em quatro diferentes fases do ciclo fenolégico em funcdo da
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Figura 8 . Absorcéo de nitrato por cafeeiros adultos (umol g* ht) sob restricdo hidrica
(EH+) em quatro diferentes fases do ciclo fenolégico em funcéo da variacéo externa
da concentracdo em solucéo (umol L.



Para vmax, NO entanto, os valores encontrados por Souza (2015), em
plantas jovens, foram bem mais elevados que os observados neste estudo,
de 1,60 e 3,47 pumol g h?, em média, com e sem estresse hidrico,
respectivamente. Sabe-se, entretanto, que 0s parametros cinéticos podem
variar com a espécie, cultivar, idade da planta, concentragdo do nutriente em
solugéo, temperatura e intensidade luminosa.

Os parametros cinéticos de absorcao de nitrato Vmax € Cmin Sofreram
efeito significativo do estresse hidrico, enquanto que Km néo apresentou
variacdes significativas (Tabela 2), ndo havendo, portanto, efeito do déficit
hidrico sobre este parametro. Entretanto, Souza (2015) verificou que o
estresse hidrico promoveu reducdes em Km € Vmax, Cmin €M 0ito cultivares de
cafeeiros com 9,5 meses de idade, o que pode, novamente, ter relacdo com
a diferente idade das plantas avaliadas por este autor (9,5 meses) e as deste
presente trabalho, com cerca de 60 meses.

4.3 Parametros cinéticos de absorcéo de nitrato em

cafeeiros adultos e fase do ciclo fenolégico

Houve efeito significativo do estresse hidrico sobre o valor da constante
de Michaelis-Menten (Km) na fase PER, na qual o valor médio de Km do
tratamento controle foi superior ao valor médio observado nas plantas
submetidas ao EH+ (Tabela 2 e Figura 8). Quando se consideram as fases
fenoldgicas da planta, foi observado maior valor deste parametro na fase PER
em relacdo as fases de F-Ch e PF as quais nao difeririam entre si, e estas
maiores que a fase EG, que exibiu 0 menor valor para este parametro (Tabela
2).

O valor de Km é um indicativo da especificidade dos carreadores
envolvidos na absor¢do da forma do nutriente em estudo e representa a
concentracdo externa do anion em que se atinge a metade da velocidade
maxima de absorcdo. Portanto, quanto menores os valores de Km, maior a
especificidade dos carreadores atuando no transporte do nutriente do meio
externo para o interior radicular.

Com base nestes resultados, ha indicacdo de que a especificidade de

absorcao de nitrato no cafeeiro foi maior nas fases de F-Ch e PF, e ainda maior
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na fase EG, muito embora somente na fase de primeira expansao rapida as

plantas tenham apresentado ajuste por reducédo de Km frente ao estresse hidrico.

Tabela 2. Valores dos parédmetros cinéticos de absorcdo de nitrato: constante de
Michaelis-Menten (Kn), velocidade maxima de absorc¢ao (Vmax) € concentracdo minima
de equilibrio de absor¢éo (Cmin) influenciados pela fase fenologica e da presenca
(EH+) e auséncia de déficit hidrico (controle).

Fases de avaliacado

Trat. PF F-Ch PER EG Média CV-a (%)
Km
pmol L1
Controle 181,13aB 126,09aB 264,98 aA 3591aC 152,03a 27 29
EH+ 120,48 aA 157,23 aA 164,87 bA 39,37aB 120,49 a ’
Média 150,80 B 141,66 B 21493 A 37,64 C
CV-b (%) 27,16
Vmax
umol gt ht
Controle 0,66 aA 0,80 aA 0,83aA 0,34aB 0,66 a 3266
EH+ 0,22 bA 0,43 bA 0,42 bA 0,27 aA 0,33 b ’
Média 0,44 B 0,61 A 0,63 A 0,31C
CV-b (%) 20,32
Cmin
pmol L1
Controle 60,88 aA 41,84 bA 59,13 bA 226aB 41670 3114
EH+ 60,00 aB 89,83 aA 107,90 aA 10,81 aC 67,13 a ’
Média 60,44 B 65,84 B 83,51 A 6,54 C
CV-b (%) 23,09

Médias seguidas pela mesma letra miniscula na mesma coluna néo diferem pelo teste Student-
Newmann-Keuls a 5% de probabilidade.

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha ndo diferem pelo teste Student-
Newmann-Keuls a 5% de probabilidade.

*Coeficiente de variagcdo na parcela;

**Coeficiente de variagdo nas subparcelas.

A literatura de trabalhos que relatem parametros cinéticos de absorcao de
nutrientes em cafeeiros é escassa, e tampouco ha relatos desses parametros
associados as fases do ciclo fenolégico. Alguns trabalhos relatam a variacao nos
teores foliares de nitrato e atividade da NR e da sazonalidade da absorcao de N.

Neto et al. (2014) encontraram que a absorcdo de nitrato é mais intensa
antes da floragédo e no inicio da maturacao dos frutos. J& a atividade da enzima
nitrato redutase foi mais intensa na fase vegetativa. Carelli (1987), estudando
plantas de café arabica também em solucdo nutritiva, concluiu que a maior
atividade desta enzima foi logo antes da floracéao e na fase final da expansao dos

frutos. Carvajal e Acevedo (1969) também estudando plantas de café em solucéo
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nutritiva, encontraram maiores taxas de absorcdo de nitrato antes da antese e
no inicio da maturacao dos frutos, os quais decresceram apoés o florescimento.

Diversos autores (VALARINI et al. 2005; REIS et al. 2009; BRUNO et al.,
2011) relataram taxas mais elevadas de atividade da NR e de absorcéo de nitrato
durante as fases vegetativas ou de baixa demanda para o fruto de compostos
nitrogenados. Por outro lado, durante as fases reprodutivas, e de maior demanda
de N para os frutos, € comumente relatada intensa atividade de enzimas
proteoliticas e aumento dos teores foliares de proteinas solUveis e por fim
remobilizacao de N.

Ivashikina e Sokolov (1997) estudando o efeito de diversos pré-
tratamentos nos parametros cinéticos de absor¢cdo de nitrato em milho,
observaram um padrao semelhante de feedback negativo e de especificidade de
absorcdo em resposta ao fornecimento de compostos nitrogenados mais
reduzidos. O fornecimento de amonio e do aminoacido glutamina em pré-
tratamento reduziu a atividade da NR e aumentou os valores de Km para nitrato.

Sugere-se, portanto, que durante a fase PER, ocorre uma maior
concentracdo de compostos nitrogenados sendo translocados na planta para o
desenvolvimento dos tecidos do fruto, e que tal maior concentracgéo interna de N
pode promover uma regulacdo com efeito negativo na absorcdo de nitrato do
meio extrarradicular, o que reflete no aumento do valor médio de Km nesta fase,
em comparacao as fases PF e F-Ch e EG, quando as quantidades internas de
N sendo remobilizado s&o menores.

Nesta fase, também, os valores de Kmn para o tratamento EH+ foram
menores, indicando uma maior especificidade dos carreadores pelo nitrato para
este tratamento e esta fase. Possivelmente esta resposta € devida a uma mais
alta concentracdo de compostos nitrogenados internamente na planta nesta
fase, e 0 estresse hidrico termina por contribuir ainda mais para a reducao do
conteudo de &gua, diminuindo a velocidade de realocacdo do N j& internalizado.

De maneira complementar a estas inferéncias, o valor médio da
concentracdo minima de equilibrio de absor¢cdo Cmin (Figura 9) foi maior para a
fase PER e ainda o estresse hidrico durante as fases F-Ch e PER foi mais efetivo
em incrementar estes valores, uma vez que a Cmin apresentou variacado

significativa.
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Esta dltima observagédo aponta, mais uma vez, que durante as fases de
maior demanda de N ha uma tendéncia que seja dada prioridade a formas
internas e ja reduzidas de N e que o estresse hidrico terminou por delinear mais
claramente esta preferéncia.

Este aparente paradoxo para os valores de Kn e Cmin € @ demanda de N
pelo metabolismo da planta, pode ser, portanto, esclarecido atribuindo-se um
efeito regulatorio das concentracdes internas de N sobre a cinética de absorcéo
do nitrato. Quando ha maior disponibilidade interna de N ja reduzido, ha uma
tendéncia a uma diminuicdo do Km indicando a ativacéo dos carreadores de alta
afinidade, menos dispendiosos energeticamente, no entanto, também de menor
capacidade de influxo. Por outro lado, quando ha demanda interna de N nota-se
um aumento nos valores de Km, indicando uma menor especificidade dos
carreadores de nitrato, permitindo um maior influxo deste ion para o meio interno
da raiz.

Os valores de Cmintambém exibiram diferenca significativa em funcdo do
estresse hidrico (Figura 9), sendo que a média deste parametro para as plantas
submetidas ao déficit hidrico foi superior a daquelas sem restricdo hidrica, ou
seja, sob as condi¢des de déficit hidrico imposto, as plantas passaram a exigir
concentracfes maiores do nutriente em solucdo para que continuasse havendo
absorcao ou, mais precisamente, influxo liquido do anion nitrato.

Durante a fase EG os valores obtidos para Cmin foram extremamente
baixos e os assim como os valores de Km. Este fato sugere a alta afinidade dos
carreadores ativados durante esta fase fenoldgica, como indicado pelo baixo Km,
o0 que termina por refletir em uma também muito baixa concentracdo
remanescente de nitrato em solucéo, representado pela baixa Cmin. Durante esta
fase ha uma forte acdo de dreno por parte fruto em enchimento, contudo ndo se
deve deixar notar o importante papel das reservas da planta durante esta fase,
e que muito provavelmente, consideravel parte deste N absorvido avidamente
durante esta fase sera armazenado e apenas exportado na proxima safra.

Em aspectos praticos, o valor de Cmin apenas é relevante quando a
concentracdo do nutriente no solo, ou em outro meio de cultivo, é limitante
(HORN et al., 2006) e, portanto, condi¢Bes ligadas intrinsecamente a planta
(BATISTA, 2014; LIMA et al. 2005; MACHADO e FURLANI, 2004) e ao ambiente,

e.g. estresses abidticos, podem ser determinantes na absor¢cao, como o estresse
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hidrico e nutricional, por exemplo. Desta forma, também, os resultados do
presente trabalho indicam que o estresse hidrico pode ser significativo fator de
restricdo na absorcédo de N, sobretudo nas fases do ciclo fenolégico de maior
demanda de aquisicdo deste nutriente, como antes da F-Ch e repouso (apos a
maturacao dos frutos).

Os valores de vmax foram sempre superiores para o controle. Na cinética
de absorcédo, o parametro cinético vmax, Segundo Li et al. (2013), denota o valor
maximo da capacidade que o sistema radicular tem de absorver determinada
forma de um nutriente nas condi¢cdes da situacdo avaliada, quando todos os
carreadores se encontram ocupados no transporte do ion, ou quando todos os
carreadores efetivamente ativos se encontram saturados, ou seja, alcancam a
taxa maxima de transporte.

O estresse hidrico afetou os valores de vVma, reduzindo-os
consistentemente em todas as fases fenoldgicas estudadas, cerca de 67% na
fase PF e aproximadamente 50% nas fases F-Ch e PER e 30% na EG. De acordo
com Larsson et al.,, 1989, a velocidade e transporte de ions através de
membranas é regulada por pelo menos dois fatores: o nimero de carreadores e
0 ambiente para estes carreadores na membrana.

Buljovcic e Engels (2001) relacionam os possiveis efeitos diretos do
estresse hidrico na inibicAo da capacidade que as raizes possuem para
absorverem nitrato, como a perda da vitalidade celular, deposi¢cédo de compostos
hidrofébicos na parede celular, deficiéncia de carboidratos e inibicdo dos
mecanismos de transporte transmembrana. No entanto, nesse mesmo trabalho,
estudando o efeito do estresse hidrico na absor¢éo de nitrato durante a privacao
hidrica e apds, com o restabelecimento do fornecimento hidrico suficiente, os
autores descartaram a acdo de todos estes fatores, restando apenas o
relacionado a inibicdo dos mecanismos de transporte.

Portanto, o decréscimo da vmax N0 presente trabalho tem forte indicativo
de estar relacionado a inibicdo dos mecanismos de transporte transmembrana,
possivelmente pela inativacdo de carreadores constitutivos de baixa afinidade
(cLATS), uma vez que os valores de Km foram pouco ou néo influenciados pelo
estresse hidrico, e que, por outro lado, os valores de Cmin foram superiores para

o tratamento com estresse hidrico.
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4.4 Trocas gasosas

No presente trabalho, os valores da taxa de assimilagcado de carbono (A)
(Tabela 3) foram afetadas pelo déficit hidrico, sendo os valores médios do
controle superiores ao do tratamento EH+. Estes valores em média geral séo
baixos quando comparados aos obtidos por Souza (2015), trabalhando com
condi¢cdes controladas e plantas com 9,5 meses, no entanto, similares aos
encontrados sob condi¢cdes de campo por Nunes et al. (1993), Chaves et al.,
(2008) e Dias (2006).

Por outro lado, os valores obtidos por Souza (2015) para A (5,68 pmol m-
2s1e 3,10 umol m? st para plantas sem e com estresse hidrico) e E (1,44 e
0,50 mmol m? s, para plantas sem e com estresse hidrico, respectivamente)
para plantas sem e com estresse hidrico, respectivamente, sdo aproximados
aqueles obtidos pelo presente trabalho durante PER. E possivel que esta
resposta similar de plantas em fases de desenvolvimento bastante distintas se
deva ao aspecto comum entre estas, que € a intensa atividade metabdlica para
o desenvolvimento vegetativo, no caso nas plantas jovens, e desenvolvimento
dos frutos na PER, nas adultas.

Esperava-se aumentos significativos nas taxas fotossintética e de
transpiracéo, coincidindo com o aumento da demanda por fotoassimilados no
fruto em desenvolvimento. No entanto a baixa carga de frutos das plantas, em
média 40 frutos por ramo produtivo, pode ter sido 0 motivo para a ndo ocorréncia
desta significancia, muito embora observe-se uma tendéncia neste sentido. Se
por um por um lado o carregamento de frutos tenha sido baixo, por outro as
plantas exibiam abundante crescimento de ramos e folhas na fase F-Ch em
relacéo a fase PF. Este reduzido numero de frutos foi, principalmente, devido as
altas temperaturas durante a fase de floracdo que reduziu o numero de flores
viaveis e causou o abortamento de flores e frutos.

Valores médios de condutancia estomatica (gs) também e reduzidos em
funcdo do déficit hidrico e, também, tenderam a ser maiores nas fases PER e
EG menores nas fases F-Ch e PF. Silva et al. (2010) encontraram resultados
semelhantes de queda de gs em cafeeiros submetidos a privacéo de P, em razéo

da disfuncdo no metabolismo fotossintético por limitagdes de origem estoméatica
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e metabdlica. De maneira analoga, o déficit hidrico deve ter levado a planta a
privacdes de carater nutricional, o que afetou seu metabolismo reduzindo gs e A.

Esta variacdo nos valores de A, E e gs ocorre no metabolismo da planta
para que haja reducédo na perda de agua e otimizacdo no uso deste recurso,
sobretudo em situacdes de estresse hidrico. Isto pode ser evidenciado pela
observacéo dos valores de eficiéncia do uso da &gua intrinseca (EUAi) que
relacionam a quantidade de carbono fixada em relacdo a quantidade de agua
perdida para a atmosfera. Com a Unica excecdo da observacdo média do
tratamento EH+ na fase PF, os valores de EUA (Tabela 3) mostraram-se
consistentemente estaveis em relacdo ao estresse hidrico e a fase fenoldgica,
nao havendo diferenca em nenhuma época e nenhum tratamento.

Cabe observar que o valor da tenséo hidrica mensurada na antemanha,
da ordem de -1,0 MPa, e mesmo daquela estimada, com base na reducdo do
volume de solugao nutritiva devido a evapotranspiracao, da ordem de -1,3 MPa
(dados nao exibidos), sdo capazes apenas de causar estresses hidrico
moderados, 0s quais podem ndo terem sido suficientes para causar
modifica¢des significativas nestes parametros.

A concentracdo de CO:2 subestomatica ou interna (Ci) foi maior nas
plantas sob estresse hidrico, maior para a fase PF em relacdo F-Ch e, esta, por
sua vez, superior a PER e EG. Tal resultado era esperado nesta situa¢do, uma
vez que o COz jainternalizado para a cAmara subestomética tende a permanecer
la pela baixa gs e por ndo ser utilizado para a carboxilagdo. Uma causa plausivel
para esta permanéncia ha camara subestomatica é a reducéo da condutividade
mesofilica (gm), a qual se processa em meio aquoso, e que, portanto, € muito
mais sensivel a variacdes de disponibilidade hidrica.

Konrad et al. (2005) estudando o estresse de aluminio em cafeeiros se
depararam com situacdo semelhante e sugeriram que neste caso 0 estresse
abidtico teria causado ndo apenas reducdo na fotossintese por impedimentos
estoméaticos, causando queda na gs, mas também a nivel bioquimico e
fotoquimico. No presente trabalho, porém, o ultimo fator ndo recebeu evidéncia
para ser constatado, haja vista os dados obtidos por fluorescéncia da clorofila a
indicarem que o estresse hidrico ndo chegou a causar danos relevantes a fase

fotoquimica da fotossintese, como se discutird a seguir.
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Tabela 3. Taxa fotossintética (A), taxa transpiratéria (E), condutancia estomatica
(gs), concentracdo interna de CO-, subestomético (C;) e eficiéncia intrinseca de uso
da dgua (EUA)) influenciados pela fase fenoldgica e pela presenca (EH+) e auséncia
de déficit hidrico (controle).

Fases de avaliacéo - CV-a (%)*
Média
Trat. PF F-Ch PER EG
Taxa fotossintética (A)
umol m? st
Controle 0,74aC 1,84aB 4,04 aA 320aA 245a 10.16
EH+ 0,01 bC 0,64 bB 2,47 bA 1,55 bB 1,17 b ’
Média 0,37 D 1,24 C 3,26 A 2,38B
CV-b(%)** 27,51
Taxa Transpiratoria (E)
mmol m2 s
Controle 0,21aC 0,85aB 1,54 aA 1,74aA 1,09a 59 87
EH+ 0,11aB 045aA 087bA 062bA 051D ’
Média 0,16 C 0,65B 1,21 A 1,17 A
CV-b(%) 39,39
Condutancia estomatica (g s)
umol m? st
Controle 6,7 aC 16,7 aC 76,7 aA 56,7 aB 39,2 a 43.30
EH+ 5,9 aA 10,0 aA 23,3 bA 16,7 bA 140b ’
Média 6,3C 13,4C 50,0 A 36,7 B
CV-b (%) 36,34
CO; subestomatico (C )
umol mol?
Controle 263,2 bA 250,0 bA 299,7aA 2615aA 270,1b
12,64
EH+ 483,8aA 343,1aB 248,1bC 206,6bC 3583a
Média 3735A 2966B 2739 2341C
CV-b (%) 9,67
Eficiéncia de uso da agua (EUA )
umol mol?t
Controle 3,43aA 2,38aA 2,85 aA 201aA 267a
12,30
EH+ 0,01bB 2,11 aA 3,01 aA 2,85 aA 1,99 a
Média 1,71 A 2,24 A 2,93 A 2,43 A
CV-b (%) 10,66

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na mesma coluna ndo diferem pelo teste Student-
Newman-Keuls a 5% de probabilidade.

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha ndo diferem pelo teste Student-
Newman-Keuls a 5% de probabilidade.

*Coeficiente de variagdo na parcela; **Coeficiente de variagdo na subparcela.

De acordo com DaMatta et al. (2002), a medida que se intensifica o
estresse hidrico, pode ocorrer também uma inibicAo ndo-estomatica da
fotossintese, determinada pelo comprometimento da regeneracdo da ribulose-
1,5-bisfosfato e também por um decréscimo na atividade de carboxilacdo dessa

enzima, levando, portanto, a inibicdo da fotossintese por aspectos bioquimicos.
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45 Fluorescéncia da clorofila a

Outra modalidade de estratégias que as plantas utilizam para evitar o
estresse luminoso € através da dissipacao da energia absorvida em excesso por
meio da fluorescéncia da clorofila a. A quantificacdo do estresse luminoso no
presente trabalho teve como intuito avaliar a perda de capacidade fotossintética
pela planta em razdo do déficit hidrico. Por principio, se a planta reduzir a
capacidade de utilizar o gradiente eletroquimico, gerado nos fotossistemas como
resultado da radiac&do luminosa, o excesso deste tera de ser dissipado de forma
néo fotoquimica, por meio de calor e emissao fluorescente.

Os parametros Fv/Fm e fluorescéncia inicial (Fo) podem fornecer
informacdes sobre a integridade do fotossistema e qual o status da planta quanto
a capacidade de disponibilizar energia para a etapa bioquimica da fotossintese.
Quanto maiores os valores de Fv/Fm, maior a eficiéncia do FSIl em receber a
radiacdo luminosa captada pelos complexos coletores de luz e transferir a
energia ao longo da cadeia transportadora de elétrons, que, por fim, produzira
potencial redutor na forma de NADH e finalmente ATP. Portanto, estresses
abidticos promovem uma reducdo nos valores deste parametro. De maneira
complementar os valores de Fo tendem a aumentar em situagdes de estresse,
uma vez que a energia dissipada na forma de fluorescéncia inicial deveria estar
sendo empregada na formacdo de produtos reduzidos ao final da etapa
fotoquimica.

De maneira geral, no presente estudo, os padrdes de fluorescéncia da
clorofila a variaram com a fase fenolégica, havendo uma tendéncia de os valores
da fase PER e EG serem superiores aos valores das fases PF e F-Ch (Tabela
4). Esta tendéncia, no entanto, é explicada por diversos autores como fungéo da
fase fenoldgica e por aspectos sazonais como a radiagcdo Iluminosa
(CAMPOSTRINI, 1998; BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989).

Cabe salientar que o experimento foi desenvolvido em condi¢oes
semelhantes as de campo, e que as leituras foram realizadas sob iluminagéo
natural. Os resultados encontrados foram semelhantes aqueles descritos por
Chaves et al. (2008) avaliando os efeitos do sombreamento sobre mecanismos

de fotoprote¢céo em Coffea arabica L. em condigédo de campo.
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De acordo com Dias (2006), esta variagao na proporc¢éo entre valores dos
padroes de fluorescéncia em funcdo destas condigbes pode ser interpretado
como um indicativo de conjunto de mecanismos de defesa que conferem a
grande plasticidade ecofisiologica que o cafeeiro arabica apresenta e Ihe permite
dissipar eficientemente o excesso de radiacdo luminosa absorvida por vias
fotoquimicas e ndo-fotoquimicas e assim, mesmo sendo uma planta com origem
ambiente sombreado (sub-bosque) (CHAVES et al. 2008), desenvolver-se e
apresentar elevadas produtividades cultivada a pleno sol. Martins et al. (2014)
estudando os meios pelos quais esta espécie modula sua maquinaria
fotossintética contra o estresse foto-oxidativo, encontraram que, sob situacéo de
estresse luminoso, ocorre uma reprogramacao dos metabolismos primario e
secundario, aumentando a capacidade antioxidativa em até cinco vezes sob
condi¢Oes de elevada irradiancia.

O valor de eficiéncia quantica méaxima do FSII (FvW/Fm) é proporcional a
eficiéncia da fase fotoquimica e tem sido amplamente utilizado como indicador
de dano foto-inibitorio em plantas submetidas a estresses abioticos
(CAMPOSTRINI, 1998). Resultados que corroboram com esta linha foram
encontrados por Silva (2010), ao avaliar os efeitos do estresse nutricional de
fosforo sob a fotossintese em cafeeiro, onde os autores observaram drastica
queda na relacéo Fv/Fm nas plantas sob deficiéncia de fosforo.

Konrad et al. (2005) também relatam quedas em F./Fm e elevacdo nos
valores de fluorescéncia inicial Fo em cafeeiros submetidos a niveis toxicos de
aluminio. Souza (2015) submetendo cafeeiros jovens a tensdes hidricas de -1,5
MPa, encontrou valores médios de Fv/Fmde 0,571 para a mesma variedade em
estudo, valor este que se situa entre os valores encontrados no presente trabalho
para as fases F-Ch (0,51) e EG (0,65).

Nunes et al. (1993) também encontraram que plantas cultivadas com
suprimento suficiente de N apresentaram maiores valores de FvFm e menores
valores de Fo que plantas cultivadas sob deficiéncia deste nutriente, indicando
menor estresse e danos aparelho fotossintético das plantas em melhor estado
nutricional em relacdo ao N. No presente trabalho, o estresse hidrico a diferenca
nos valores de FvFm ndo chegou a ser significativa entre plantas sob condi¢bes

de boa disponibilidade hidrica e aquelas sob estresse hidrico, no entanto a média
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dos valores de Fo foi significativamente superior para a média das plantas sob
EH+ (Tabela 4).

Tabela 4. Valores dos padrdes de fluorescéncia da clorofila a fluorescéncia inicial (Fo),
eficiéncia quéantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fn), razdo entre fluorescéncia
variavel e fluorescéncia inicial (F./Fo), coeficiente de extincdo fotoquimica da
fluorescéncia (qP) influenciados pela fase fenoldgica e pela presenca (EH+) e
auséncia de déficit hidrico (controle).

Fases de avaliacdo .- CV-a
Média (%)
Trat. PF F-Ch PER EG 0
Fo
u.r.*
Controle 305,9 aA 288,9 aA 352,6 aA 349,7 aA 309,3 a 6.13
EH+ 4829 aB 328,1aAB 353,8 aA 355,3 aA 380,0b ’
Média 277,1B 308,5AB 353,1A 352,5A
CV-b (%) 13,62
Fu/Fm
u.r.*
Controle 0,51aB 0,55aB 0,64 aA 0,65 aA 0,65 a 14.37
EH+ 0,41bC 0,48 aB 0,66 aA 0,64 aA 0,64 a '
Média 0,46B 0,52B 0,65 A 0,64 A
CV-b (%) 9,69
F\//FO
u.r.*
Controle 1,35aAB 1,06 aB 1,97 aA 1,96 aA 1,58 a 30.59
EH+ 0,93aB 1,22aB 1,93 aA 1,90 aA 1,49 a '
Média 1,14 B 1,14 B 1,95 A 1,93 A
CV-b (%) 23,65
qP
u.r.*
Controle 0,58 aA  0,74aA 0,95 aA 0,95 aA 0,80 a 25 34
EH+ 0,84 aA 0,34 bB 0,97 aA 1,00 aA 0,79 a '
Média 0,71 A 0,54B 0,96 A 0,97 A
CV-b (%) 22,52

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste Student-
Newman-Keuls a 5% de probabilidade.

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste Student-
Newman-Keuls a 5% de probabilidade.

*u.r: unidade relativa ao padréo de fluorescéncia.

Ramalho et al. (1998) em um trabalho com 0 mesmo design verificaram
gue as melhores respostas contra 0 estresse oxidativo nas plantas sob melhor
nutricdo de N deveram-se a mudanca no perfil de lipidios das membranas
tilacoides, maior atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APer) e glutationa
redutase (GRed), e ainda aos conteudos mais elevados de carotenoides que

conferiram mais efetiva neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
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Com excecao do parametro Fo, no presente trabalho, nenhum outro dos
parametros de fluorescéncia da clorofila avaliados apresentou diferenca
significativa entre o tratamento controle e o EH+. Esta divergéncia entre os
trabalhos pode estar relacionada a escala de tempo e intensidade do estresse
abidtico em estudo, uma vez que o trabalho atual foi realizado com estresse
hidrico bastante moderado e de curta duracao, tempo possivelmente insuficiente
para a variacao da resposta fisiolégica da planta a niveis perceptiveis através da
metodologia empregada.

Contudo, os resultados de Fv/Fm e Fo encontrados (Tabela 4) corroboram
com aqgueles de NUNES et al. (1993), avaliando o efeito do estresse nutricional
de N.

Segundo Konrad et. al. (2005), a razdo Fv/Fo tem sido utilizada em alguns
trabalhos como uma forma de amplificar as pequenas variagdes indicadas pela
razédo Fv/Fm. No presente trabalho, no entanto este parametro indicou as mesmas
variacfes que as indicadas por Fv/Fm.

Por outro lado, o valor da tens&o hidrica mensurada na antemanha foi da
ordem de -1,0 MPa e o estimado para 0 momento das leituras dos parametros
de fluorescéncia da ordem de -1,40 MPa para a fase PER, -1,55 MPa na fase F-
Ch e -1,60 MPa na fase PF, é capaz apenas de causar um estresse hidrico
moderado. Lima et al. (2002) induziram tens@es hidricas foliares ainda mais
elevadas, da ordem de -3,0 MPa para estudar os efeitos do déficit hidrico sobre
os parametros fotoquimicos em dois clones de Coffea canephora.

Os resultados obtidos foram analogos aos obtidos no presente trabalho,
onde o estresse hidrico foi de muito sutil ou nulo efeito sobre os parametros de
fluorescéncia da clorofila a, embora também tenha havido reducéo na taxa de
assimilacdo de carbono. Os autores sugeriram que a manutencdo do
funcionamento do transporte de elétrons pela CTE sob taxas de assimilacéo de
CO2 mais baixas tenha sido possivel gracas a dissipagéo desta energia por meio

da reacéo de Mehler e da fotorrespiracao.

33



4.6 Metabolismo do carbono e absor¢cao de nitrato

A regulacdo dos carreadores de formas idnicas inorganicas de N é
associada ndo somente a fatores extrarradiculares como, por exemplo, a
concentracdo do ion e seus competidores, pH da solucéo e temperatura, como
também de aspectos internos, sobretudo fisiolégicos. A assimilacdo de nitrato
em oOrgdos iluminados utiliza tanto composto com potencial redutor do
cloroplasto, e.g. ferredoxina, como esqueletos carbénicos recém-formados, para
a biossintese de aminoacidos (CHAMPIGNY, 1995). A reducédo de nitrato, que
em 6rgaos nao iluminados, principalmente nas raizes, também é dependente da
fotossintese uma vez que o potencial redutor provém de carboidratos,
compostos produto do processo fotossintético (CRAWFORD, 1995).

Desta forma, ha uma estreita regulacdo dos metabolismos do C e do N,
sendo as duas cadeias de processos fisioldgicos, simultaneamente,
complementares e concorrentes por produtos fotossintéticos.

No presente trabalho as maiores taxas de assimilacdo de carbono (A)
foram acompanhadas por maiores valores de velocidade de absor¢ao de nitrato,
Vmax, @SSim como as menores A pelas menores vmax. Meng et al. (2016) relatam
resultados semelhantes na espécie lenhosa Populus simonii para a qual o
estresse hidrico reduziu o contetudo de clorofilas, os valores dos parametros
fotossintético e, por consequéncia absorcao de nitrogénio, sobretudo nitrato.

Dluzniewska et al. (2007), em estudo com plantas do mesmo género,
determinaram que as enzimas NR, NIiR, GS e GOGAT tem a expressao e
ativacdo ndo tdo somente da presenca de seus substratos, mas também do fluxo
continuo de N inorganico sendo incorporado a aminoacidos. De maneira
complementar as enzimas sacarose fosfato sintase (SPS), fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEPcase) equalizam a particio de fotoassimilados para a
fotossintese e para a assimilacao do nitrato.

Em suma vé-se que cadeia de eventos iniciada como a reducdo da taxa
fotossintética termina por causar uma regulagdo negativa expressao dos genes
NRT, que codificam para a sintese e ativacao dos carreadores de nitrato, o que

leva a uma consequente reducao da taxa absorcéo deste nutriente.
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CONCLUSOES

" Os valores médios de Km, Vmax, Cmin para nitrato em cafeeiros adultos
foram, respectivamente, 152,03 pmol L1, 0,66 umol gt h* e 41,67 umol
L1 sob disponibilidade hidrica suficiente e 120,49 umol L%, 0,33 umol
gl h?le 67,13 umol L' em plantas submetidas a déficit hidrico.

" O estresse hidrico reduziu significativamente os valores de velocidade
maxima de absorcdo (vVmax), aumentou os valores de concentracao
minima de absorcéo (Cmin) € ndo afetou significativamente os valores
da constante de Michaelis-Menten (Km). Os valores de Cmin foram
menores em EG.

. O déficit hidrico afetou o processo fotossintético, reduzindo a taxa
fotossintética (A), a taxa transpiratoria (E) e a condutividade estomética
(9s)-

" Com excecao de Fo, que foi maior para plantas sob estresse hidrico, os
paradmetros da fluorescéncia da clorofila a ndo foram afetados de
maneira significativa pelo déficit hidrico imposto.

. Os padrbes de fluorescéncia da clorofila a variaram com a fase
fenoldgica, havendo uma tendéncia de os valores da fase PER e EG

serem superiores aos valores das fases PF e F-Ch.
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