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1. INTRODUGAO

O nitrogénio & considerado como o quarto ele-
mento mais abundante na composig¢ac das plantas, depois do
carbono e dos elementos da agua (EPSTEIN, 1972), fazendo par
te da estrutura dos aminodcidos, proteinas, acidos nucléi-
cos, nucleotideos e coenzimas, e participando direta ou in-
diretamente nos importantes processos metabdlicos das célu-

las.

A alta exigéncia do. cafeeiro em nitrogénio &
um fato conhecido ha muito tempo, e & acentuada com o aumen-
to da idade da planta e principalmente com o inicio da pro-
dugao de graos (CATANI e MORAES, 1958), Nao havendo outros
fatores limitantes, a nutrigido nitrogenada promove o rapido
desenvolvimento da planta, o aumento das ramificag¢Oes dos ra
mos frutiferos, o niimero de gemas florais , a formacdo a-
bundante de folhas e, consequentemente, o aumento de pro&uw

tividade do cafeeiro (MALAVOLTA et alii, 1974).

0 nitrato € a forma de nitrogénio mais. comu-
mente absorvida pelas plantas superiocres; as formas reduzi-
das de nitrogeénio, presentes no solo ou aplicadas como fer-
tilizantes, sofrem nitrificagéo em solos agriculturaveis

(MAGALHAES, 1975).




O nitrato absorvido pelas plantas precisa so-
frer redugao antes de ser incorporado em aminoacidos e pro-
teinas. Na via de assimilacao de nitrato, as duas primeiras
reagoes, catalizadas pelas enzimas redutase de nitrato e re-
dutase de nitrito, sao controladas pela redutase de nitrato
que & considerada a enzima limitante na incorporacao do ni-
trogénio mineral em compostos organicos (BEEVERS e HAGEMAN,

1969).

Em virtude de sua elevada importancia a enzi-
ma redutase de nitrato € intensivamente estudada em plantas
superiores nos mais variados aspectos. Entretanto, a grande
maioria desses trabalhos sao efetuados em plantas anuais,

sendo poucas as informacoes referentes a espécies perenes.

No cafeeiro, os poucos trabalhos encontrados
na literatura disponivel sobre o estudo da enzima redutase
de nitrato abordam aspectos referéntes a fertilizagao nitro-
genada (BREALY e CARVAJAL, 1971; TALEISNIK e PACHECO, 1984Q) ,
ao efeito das deficiéncias minerais (CARVAJAL e CAVALLINI,
1972; CAVALLINI e CARVAJAL, 1978), a tratamentos de luz e
nutricao nitrogenada (FALEIROCS et afdid, 19752, ao efeito da
deficiéncia hidrica {MEGURO e MAGALHAES, 1983), &s variagoes
sazonais (TALEISNIK et afidl, 1980), & influéncia do desbaste
de flores e frutos (CARELLI ef aldii, 1984), e a estudos ba-
sicos abrangendo a padronizacao de metodologia e indugao pe-
la luz (MEGURO e MAGALHAES, 1982; CORDEIRO el alid, 1984;
CARELLI et afii, 1985), Em todos esses trabalhos a ativida-
de da redutase de nitrato foi determinada apenas nas folhas.
Até o presente momento, o estudo da redutase de nitrato nas

" raizes de plantas de café restringe-se a um resumo de um




trabalho efetuado por QUEIROZ et alil (1983), no qual ficou
evidenciada a importancia da contribuicgac do sistema radi-

cular na reducao de nitrato pela planta.

1.1. Distribuicao da atividade da redutase de nitrato na

planta

Varios frabalhos em diversas espécies de plan
tas demonstraram que a atividade da redutase de nitrato é
baixa nas folhas em inficio de expansao, atinge valores maxi-
mos quando estas se tornam expandidas e declina posterior-
mente com a idade (AFRIDI e HEWITT, 1964; HARPER e HAGEMAN,
1972; FAIR et afil, 1973; SRIVASTAVA, 1975; CARELLI e MAGA-
LHEES, 1981; MEGURO e MAGALHAES, 1982; OLIVEIRA, 1985). Este
fato condiciona uma distribuigﬁo escalonada da atividade da
redutase de nitrato na parte aérea das plantas. Assim, em
plantas anuais a atividade enzimdtica & maior nas folhas mais
apicais totalmente expandidas, declinando nos pares de fo-
lhas posicionados nas partes-mais basais da planta (HARPER e
HAGEMAN, 1972; FAIR et alii, 1973; OLIVEIRA, 1985). De modo
semelhante, a distribuicao da redutase de nitrato nos ramos
plagiotrdpicos de plantas de café@ apresenta as mesmas tenden
cias observadas em planﬁas herbAceas (MEGURO e  MAGALHAES,

1982;}.

Nas raizes aparentemente ocorre uma situagao
andloga a observada nas folhas,\pois nas regioes apicais os
valores de redutase de nitrato sao mais elevados do gque os
das regioes mais maduras (WALLACE e PATE, 1973; ORKS et alid,

19807} .




A capacidade das ralzes e da parte aérea em
reduzir o nitrato absorvido varia amplamente com a espécie
vegetal, e geralmente observa-se uma correlacaoc entre os ni-
veis de redutase de nitrato das raizes e a relacao N-~organi-
co: N-nitrato presente na seiva do xilema (PATE, 1980). Em
casos extremos, como em algumas gimnospermas, © nitrato é
reduzido gquase gque exclusivamente nas ralzes (MARTIN ef alid,
1981; SMIRNOFF etf alii, 1984]. O outro extremo & representa
do pelo Xanthium, no qual as raizes aparentemente nao apre-

sentam atividade da redutase de nitratc (PATE, 1973).

A maioria das espécies herbaceas, incluindo
importantes culturas econdmicas, reduzem nitrato nas raizes
e na parte aérea, mostrando uma-ampla faixa de variacao den-
tre os casos extremos mencionados anferiormente. Deste mo-
do, em culturas como o algodao (RADIN e¢f afii, 1975; RADIN,
1977), cevada {CHANTAROTWONG et alii, 1976; ASLAM e HUFFAKER,
1982; LEWIS et afii, 1982), soja (CRAFTS-BRANDNER e HARPER,
1982) e milho (HAGEMAN e FLESHER, 1960; WALLACE, 1973), s
niveis de atividade da redutase de nitrato sao mais altos na
parte aérea do que nas raizes, Em outras espécies, como gi-

rassol (WEISSMAN, 1972}, tremogo e rabanete (PATE, 1980}, as

raizes apresentam atividade bem maior do que a das folhas.

Grande parte das espécies lenhosas, particu-
larmente aquelas associadas a comunidades florestais, parece
reduzir a maior guantidade de ﬁitrato nas raizes, transpor-
tando para a parte aérea altos niveis de solutos nitrogena-
dos organicos {(BOLLARD, 1960; KRAMER e KOZLOWSKI , 1979; PATE,
1973, 1980). Entretanto, mais recentemente, evidéncias ba-

seadas na determinacao de alta atividade da redutase de



nitrato nas folhas de plantas lenhosas, tem sugerido que a
translocacgao de nitrato para as folhas, e sua consequente re
ducao, podem ocorrer eficientemente nestes tecidos (ADAMS e
ATTIWILL, 1982; SMIRNOFF ef afii, 1984; SMIRNOFF e STEWART,

1985) .

Em plantas de maga e outros membros da fami-
lia Rosaceae, foi inicialmente proposto que as raizes eram
guase gue totalmente responsaveis pela reducgao de nitrato na
planta, baseando-se na alta proporgao de metabdlitos nitro-
genados orgdnicos e na quase inexisténcia de nitrato na sei-
va do xilema {(BOLLARD, 1956, 1957)., Posteriormente, KLEPPER
e HAGEMAN (1969) demonstraram gue, em adequados niveis de ni
trato, a atividade da redutase de nitrato estava presente em
todas as partes das plantulas de mag¢d, sendo que a mais alta
atividade foi obtida nas folhas, quando expressa por unidade

de peso de matéria fresca por hora, ou por parte da planta.

A distribuigao da atividade da redutase de ni
trato no cafeeiro indicou maiores taxas de redugao nas rai-
zes do gue nas folhas, tanto em plantas de 6 meses, como nas
de 3 meses, que se encontravam no estadio de "orelha de on-
¢a". BAs ralzes mais jovens (secundarias] apresentaram maior
atividade enzimitica do que a raiz primiria (QUEIROZ ¢t alidl,

1985) .

1.2. Importancia da translocacao de fotossintetizados pa-

- . . g :
ra as ralzes para a assimilacao de nitrato

Na planta como um todo as raizes sao conside-
radas como sitios de consumo de assimilados (drenos) bem me-

nos eficientes do que a parte aérea, No cafeeiro, guando a




disponibilidade de carbohidratos torna-se um fator limitan-
te, o sistema radicular &€ o primeiro a sofrer com a competi-
¢ao interna pelos fotossintetizados, diminuindo o crescimen=
to e gerando menos energia para os Processos metabdlicos

(CANNELL, 1975).

A assimilagao de nitrato requer energia e es-
queletos de carbono, que em Orgaos heterotrdéficos como as
raizes sao fornecidos pela oxidagdao dos carbohidratos forne-

cidos pela parte aérea.

O nitrato & um poderoso competidor pela ener-
gia disponivel na raiz, de tal forma gue, em plantas culti-
vadas em ambiente com alto nivel de nitrato, o teor de act-
cares e O crescimento do sistema radicular sdo bem inferio-
res aos daguelas crescidas em meio com baixo teor de nitrato
ou outras formas de nitrogénio (RADIN et alfili, 1978; ASLAM e
HUFFAKER,‘IQBZ). 0 aumento né utilizagaotkacarbohidratds pe.
las ralzes, resultante do fornecimento de nitrato as plan-
tas, & provavelmente devido & alta :ﬁeces$idade energética
pela assimilagao de nitrato (RADIN et aldi, 1978; ASLAM e

HUFFAKER, 1982),

Em plantas de algodao, cevada e feijao foi
observado que a restricdo no fornecimento de energia para as
raizes, através de tratamentos de escuro, anelamento ou re-
mogao da parte aérea, ocasiona um decréscimo progressivo na
atividade da redutase de nitrato, demonstrando a importancia
de um continuo forneciﬁ@nto de assimilados pelas folhas para
manter a reducgaoc de nitrato nas ralzes (RADIN et aldidi, 1978;
DEANE~DRUMOND e CLARKSON, 1979; BRETELER e HANISCH TEN CATE,

1980 ; ASLAM e HUFFAKER, 1982).




A absorcao de nitrato pelas raizes também &
dependente do teor de acglicares ou disponibilidade de energia
deste tecido. De modo semelhante ao descrito anteriormente,
a taxa de absorcao de nitrato decresce acentuadamente com o
anelamento ou excisao da parte aérea das plantas (SASAKAWA e
YAMAMOTO, 1978; HANISH TEN CATE e BRETELER, 1981; SCHRADER e
THOMAS, 1981l). Tanto a absorgado como a redugao de  nitrato
em plantas aneladas ou excisadas sao restauradas parcialmen-
te ac nivel das plantas intactas pelo fornecimento exdgeno
de aclGcares (RADIN ef afl.l, 1978; HANISH TEN CATE e BRETELER,
1981; SCHRADER e THOMAS, 198l1). Entretanto, O processo de
reducao parece ser muito mais sensiﬁel ds variagoes na con-
centragdo de aglicar do que a absorgac e posterior transloca-
¢3o de nitrato para a parte aérea (RADIN et aki{i, 1978; ASLAM

e HUFFAKER, 1984).

1.3. Demanda e distribuicdo de assimilados e nutrientes

no cafeeiro

A absorcao e distribuicdo de nutrientes (CAR-
VAJAL et afii, 1969; CANNEL e KIMEU, 1971), assim como a pro
ducdo e fracionamento de matéria seca no cafeeiro (CANNELL,
1971; CANNEL e HUXLEY, 1969), sao intensamente influenciados

pelas variagoes sazonais e pela presenga de flores e frutos.

Plantas de café, assim como coutras espécies
perenes, tais como manga e (ttrus, apresentam fluxos perid-
dicos de crescimento das partes vegetativas (CANNELL, 1971).
Em Kenya, a parte aérea do cafeeiro mostra épocas de intenso
crescimento que ocorrem no inicio das duas estacgoes chuvosas
anuais, guando grande parte dos compostos recentemente assi-

milados sao translocados para o apice vegetativo da parte




aédrea, gue constitui entzoc um sitio dominante de demanda de
metabdlitos em relagdo ao sistema tronco-raizes. As raizes
aparentemente se constituem nos drenos preferenciais de assi
milados durante os periodos secos (CANNELL e HUXLEY, 1969;

CANNELL, 1971).

Com o desenvolvimento dos frutos estes passam
a ser os mais poderosos drenos metabdlicos, limitando a mo=-
bilizacao de assimilados e o crescimento das partes vegeta-

tivas das plantas (CANNELL e HUXLEY, 1971).

Em condigdes favordveis, uma area foliar mi-
nima de 20 cm2 & necegsiria para manter o desenvolvimento de
um fruto e um crescimento vegetativo satisfatdric. Deste mo
do, somente 2 a 3 frutos poderiam ser adequadamente susten=-
tados pelo par de folhas de cada nd (20 a 30 cm2 cada folha).
Na pratica, entretanto, pode haver cerca de 20 frutos por nd
que, consequentemente, retiram grandes gquantidades de assimi
lados dos ﬁamos laterais secundarios e de folhas de outros
nos mais‘distantes (CANNELL, 1975}. O esgotamento do cafeei
ro em diferentes graus, tais como a seca dos ponteiros ("die
back")] ou a produgaoc bienal, sao eventos atribuidos a exces-
siva mobilizagd3o de nutrientes orgdnicos e inorgédnicos pelos

frutos (CANNELL, 1971).

A demanda e distribuicao de assimilados duran
te o ciclo produtivo de plantas de café aparentemente varia
em funcaoc do estaddio de desenvolvimento dos botoes florais e

dos frutos.

Apds um periodo varidvel de dorméncia os bo-
tdes florais de café se expandem rapidamente até & antese,

apresentando um aumento de matéria seca de 500% em relagao




aos botoes dormentes (FREDERICO e MAESTRI, 1970; BARROS ¢t
alii, 1982). Estudos efetuados por BARROS ef afili (1982)
demonstraram que nesse periodo @ necessario um rapido trans-
porte de assimilados para os botoes florais, e uma area fo-
liar de aproximadamente 4,70cm2 foi necessaria para a abertu
ra de uma flor normal. Os compostos organicos provenientes
diretamente da fotossintese foram muito mais importantes pa-
ra o desenvolvimento dos botoes florais do que as reservas
armazenadas nas folhas e no lenho. As gemas florals foram
capazes de utilizar fotoassimilados de folhas situadas em ou
tros nds do mesmo ramo, e constituiram um dreno metabdlico

bem maior do que o das gemas vegetativas.

Resultados obtidos por CANNELL e HUXLEY (1969)
demonstraram gue os frutos jovens em expans2o tém pouco efel
to na distribuigéo de assimilados na planta, pois nessa épo-
ca hd@ reservas disponiveis nos tecidos lenhosos. Entretanto,
posteriormente, gquando os recursos representados pelos car-
bohidratos da planta atingem niveis baixos, a capacidade com

petitiva dos frutos passa a ser significativa.

Durante e imediatamente apds a expansac  Gos
frutos sao formados os tecidos do endosperma das sementes,
que atuam com poderosa prioridade sobre os demais drenos de
metabdlitos das plantas. Quando os frutos comecam a compe-
tir com os demais sitios de consumo, as reservas presentes
nos tecidos lenhosos das raizes, tronco e ramos comegan a
ser esgotadas. Contudo, essas reservas nac sac grandes guan
do comparadas com as necessidades dos frutos e podemser exau
ridas a um nivel basal no periodo de 3 a 6 semanas. O endos
perma, portanto, desvia progressivamente o fluxo de assimi-

lados e N, P, K, e Mg de outros drenos. As ralzes saoc as
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primeiras a sofrerem com essa competic¢ao, crescendo menos e
provavelmente gerando menos energia para a absorgEo de nu-
trientes; em segundo lugar sac afetadas as gemas dos ramos
laterais gue cessam de crescer. As folhas jovens em éxpan—
sao sao os tecidos menos prejudicados pela presenca de fru-
tos, pois saoc os principais sitios de consumo de seus pro-

prios assimilados {(CANNELL, 1975).

A taxa de absorcgao de minerais pelo cafeeiro
varia de acordo com a demanda da planta, ou seja, & maior
quando as plantas crescem rapidamente e durante o desenvolvi

mento dos frutos (CANNELL e KIMEU, 1971).

Estudos sobre as variagoes na absorgao e dis-
tribuigac de macronutrientes no cafeeiro demonstraram gue as
exigéncias em minerais aumentam coﬁ a idade da planta, e que
duplicam por ocasiao do inicio da producac de graos (CATANI
e MORAES# 1958} . Plantas de caf& suportando grande ou mode-
rada carga de frutos absorvem todos os minerais (N, P, K, Ca
e Mg] mais rapidamente do que plantas que sofreram desbaste
de todos os frutos (CANNELL e KIMEU, 1971). OQuando & inten-
sa a produgdo de frutos, cerca de um tergo do incremento em
nitrogénio dos graos & removido ou desviado de outras partes

da planta (CANNELL e KIMEU, 1971}.

0 cafeeiro adulto, em solugéo nutritiva, exi-
be grandes mudancgas na velocidade de absorgéo dos nutrientes,
associadas com os principais estddios fisioldgicos. A absor-
gao de nitrato & maior antes da floracao, no infcio do perio
do de méximo crescimento e quando os frutos comecam a amadu-
recer, diminuindo durante a florag¢ao e apds a colheita. A

~ + , ] -
absorgao de NHé, embora gquantitativamente semelhante a
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absorgao de NO,, nao apresenta diferencas tao marcantes du-
rante os varios estadios fisioldgicos (CARVAJAL et alid,

1969).

A redutase de nitrato & uma enzima induzivel
pelo substrato, sendo que o nivel de atividade &, em parte,
funcao da concentragao de nitrato disponivel para a planta
(BEEVERS e HAGEMAN, 1969). Deste modo, a absorgao diferen-
cial de nitrato pelo cafeeiro, anteriormente citada, poderia
ser um importante fator no controle da atividade da redutase
de nitrato durante os varios estadios fisioldgicos da plan-
ta. TALEISNIK et afii (1980) estudaram as variagdes sazo-
nais na redutase de nitrato no cafeeiro, e obtiveram maiores
niveis de ativiaade durante a estacgao seca, gque coincidiu com
o florescimento e maturagac. Embora agueles autores tenham
associado as variacgoes na atividade da redutase de nitrato
com as condigodes climdticas, foi tamb&m sugerido que o esta-
dio fisioldgico das plantas, e mais precisamente a presenca

de frutos, poderia ter influenciado a atividade da referida

enzima.

Os frutos do cafeeiro sao verdes durante a fa
se de crescimento, possuem estOmatos funcionais e podem re-
presentar 20 a 30% da superficie fotossintética total de uma
planta com boa carga {(RENA e MAESTRI, 1984). HA evidéncias
de gque a atividade fisioldgica dos frutos é responsavel por
até 30% de seu ganho em matéria seca, e gue a taxa fotossin-
tética das folhas de plantas de café & controlada pela for-
ga dos drenos, dos quais os frutos 840 08 principais repre-

sentantes (RENA e MAESTRI, 1984).
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CANNELL (1971) verificou gue a taxa de assi-
milacao liquida de cafeeiros com frutos € maior do que a de
plantas semelhantes gque sofreram tratamento de remocgao dos
frutos. O aumento da taxa de assimilag¢ao liquida, ocasiona-
do pelos frutos, compensou em muito a menor area foliar dos
cafeeiros produtivos, evidenciando gue as folhas das plantas
com frutos tem maiores taxas fotossintéticas do que aguelas

sem frutos.

Em sintese, a maior absorcao de nutrientes
{CATANI e MORAES, 1958; CANNELL e KIMEU, 1971}, assim como a
maior taxa de fotossintese (CANNELL, 1971) apresentadas pelo
cafeeiro em produgao, demonstram gue na presenga de frutos
as plantas tornam-se metabolicamente mais ativas, e sugerem
que possivelmente a atividade da redutase de nitrato também

possa variar em funcac do estidio fisioldgico das plantas.

1.4. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho foram os

seguintes:

Determinar as condigOes Otimas para a andlise
"in vivo" da atividade da redutase de nitrato nas raizes,
mais especificamente: a) pH e concentragao de nitrato no
meio de incubacgao; b)) tempo de reagao para a retirada das
aliquotas para avaliar a guantidade de nitrito produzido;
¢)] efeito da anaercbiose no meio dz incubagao; d) definigao

do componente radicular a ser analisado.

Estudar o efeito da luz na atividade da redu-

tase de nitrato nas folhas e ralzes.

+
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Caracterizar os processos de absorgéo, trans-
locagao e redugao de nitrato em plantas deficientes em ni-

trogénio.

Verificar o efeito do bloqueio na transloca-
cdo de fotossintetizados para as ralzes, na atividade da re-

dutase de nitrato das folhas e ralzes.

Acompanhar © desenvolvimento do processo de
reducdo de nitrato em cada par de folhas e nas ralzes, duran

te os primeiros meses de desenvolvimento das plantas.

Avaliar a atividade da redutase de nitrato
nas folhas durante o ciclo produtivo das plantas, assim como
verificar o efeito da remogao parcial ou total das flores

dos ramos na atividade enzimética.
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2. MATERIAL E METQODOS

No presente trabalho foram utilizadas semen-
tes de café (Coffaa’arabica L.}, cultivar Catuai Vermelho
H 2077-2-5-~81, fornecidas pela Seg¢ao de Genética do Institu-

to AgrondOmico de Campinas.

As plantas do cultivar Catuai Vermelho  sao
bem vigorosas, com altura média de 2,0m e diametro da copa
ao redor de 1,9m. Os internddios sao curtos, a ramificagao
secunddria abundante e o sistema radicular & bem desenvolvi-
do. Usualmente o florescimento ocorre de setembro a novem-
bro e a maturacao dos frutos em mai0mjﬁnho. A produgac mée-
dia de café beneficiado, em espagamentos normais, varia de
1.500 a 1.800 Kg/ha, podendc atingir até& 5.500 Kg/ha em anos
de elevada produgac e em espagamentos menores, O 'Catuai Ver
melho' vem mostrando ampla capacidade de adaptacao, dando
boas producdes na maioria das regites onde vem sendo cultiva
do. Seu menor porte, além de permitir maior densidade de
plantio, torna a colheita mais econdmica e facilita os tra=-

tos fitossanitarios (CULTIVARES..., 1980).



15

2.1. Condicoes de crescimento e desenvolvimento das plan-

tas

As plantas foram obtidas em casa de vegetagao
pelo plantio direto de sementes sem pergaminho, colocadas pa
ra germinar em areia lavada, em sacos plasticos, ou em cai-
xaé de polietileno de 56cm de comprimento, 24cm de largura e
18cm de altura, ou em germinadorgs de alvenaria e cimento,
dependendo do tipo de experimento. As plantas em crescimen=-
to foram irrigadas alternadamente com dgua e solugaoc nutri-
tiva de Hoagland (HOAGLAND e ARNON, 1939), de tal forma a
manté-las em bom estado nufricional, sem entretanto causar

excesso de concentragido salina.

Em casos especificos, antes do inicio do ex-
perimento, as plantas foram transferidas da casa de vegeta-
cao para camara de crescimento, com fotoperiodo de 12 horase
temperatura ac redor de 27 * 4°C durante o dia e 20 ¥ 4% a
noite. A radiacgao luminosa no interior da camara, medida com
aparelho LI-COR Inc. modelo L.I - 1600, foi aproximadamente
65 a 70 ¥ E m °s™%, fornecida por ldmpadas mistas MLL-250 e
lampadas fluorescentes TLRS 40/54, na proporgaoc de 2:1watts,

respectivamente.

Nos estudos efetuados com plantas adultas, nos
guais foram analisadas somente as folhas, as plantas foram
conduzidas em solugoes hidropdnicas. Resultados obtidos pre
viamente mostraram qué o cultivo das plantas em solugcao nu-
tritiva foi inadequado para o estudo da atividade da reduta-
se de nitrato nas ralizes, que apresentaram valores excessi-
vamente altos, provavelmente devido a contaminacgao microbia-

na.
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A metodologia referente ao cultivo das plan-
tas em solugao nutritiva, assim como as particularidades ine

rentes a cada experimento, serao oportunamente descritas nes

te trabalho.

2.2. Determinacao da atividade da redutase de nitrato

A atividade da redutase de nitrato,"in vivo",
foi determinada pela metodologia descrita por MEGURO e MA-
GALHAES (1982), com modificacgdes, visando-se otimizar a técni

-” -
ca para ralzes de cafe,

As folhas foram cortadas com furador de ro-
lhas, em discos de 6mm de didmetro, e as raizes 'seccionadas
em pedacos de aproximadamente 1l0mm de'comprimento. C tecido
foi pesado (0,2g) e em seguida transferido para frascos de
vidro contendo 5ml de solucgao, denominada de meio de reagdo,
constituida por fosfato de potassio 10mM, pH 8,0,nitrato de
potéésio 0,IM e n-propanol a 1% . Dentro de um in-
tervalo de tempo, varidvel entre lSIé 60 minutos, foram re-
tiradas aliguotas de 0,5ml do meio de reagao, que foram trans
feridas para tubos de ensaio conteﬁdo 2ml de reagente, cons-
tituido por N-l-naftileno diamino di HC1l 0,02% e sulfanila-
mida 1% em HCl 1,5M, na proporcao de 1l:1 (v/v}, mais 1,5mlde
dgua destilada, A quantidade de nitrito produzida foi deter
minada colorimetricamente, pela leitura da absorbancia das

solucgoes a 540nm.

Baseando-se no método previamente descrito
por MEGURO e MAGALHAES (1982) para determinagdo da atividade
da redutase de nitrato em folhas de plantas de café, foram

estabelecidas as condigOes Otimas para a anidlise enzimitica
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nas raizes, tais como: tempo de reagao, pH e concentragao
de nitrato no tampao fosfato, efeito da anaerobiose através
de borbulhamento continuo de Ny, e idade do tecido. 0O ensaio
da atividade da redutase de nitraﬁo nas folhas foi também
otimizado com referéncia ao tempo de reagao e efeito do bor-

bulhamento de N2‘

A atividade da redutase de nitrato foli deter-
minada no par de folhas recentemente expandido e nas raizes
mais jovens, e referida em micro moles de nitrito formado por
1 -1

g

hora, por grama de matéria fresca ( umoles NO, h™

5 ME ).

2.2.1, Efeito do pH e concentracdo de nitrato nomeio

de reacao

Esses estudos foram efetuados utilizando plan
tas de aproximadamente 5 meses de idade, com 2 pares de fo-
lhas, cultivadas em areia, em caixas de polietileno, em casa
de vegetagac, No dia anterior 3 determinacgao da atividade
da redutase de nitrato, as plantas foram transferidas para
~camara de crescimento e irrigadas com solugac nutritiva. As
anilises foram efetuadas apds 3 horas de luz, com 4 repeti-

¢oes para cada tratamento,

A faixa de pH do tampido fosfato estudada foi
de 6,0 a 9,0, utilizando-se uma solugdo 0,1M de K,HPO,, e
acertando-se o pH aos valores desejados com uma solucao 0,1M

de KH,PO,.

2774

A concentragao adequada de nitrato no meio de
reagao para determinacao da atividade da redutase de nitrato

nas raizes, foi determinada testando-se 6 concentragoes, gue

variaram de 12,5 a 400 mM de NO3.
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2.2.2. Tempo de reacgao e efeito da anaercbiose

0 experimento para determinar o tempo de rea-
cao para a retirada de aliquotas, foi efetuado em plantas de
5 meses de idade, com 2 pares de folhas, cultivadas em cai-
xas de pblietileno com areia. As plantas foram coleccadas em
camara de crescimento 48 horas antes das analises, gue fo-
ram efetuadas apds 3 horas de exposigao das plantas & luz.
Neste ensaio, a difusao de ionsrnitrito para © meio de rea-
gdo foi determinada utilizando-se 10ml de  tampao fosfato
0,1M, em nitrato de potéSsio 0,08M , € reﬁirando“se aliquo-
tas de 0,5ml apds 15, 30, 45 e 60 minutos de reagao, em te-

cidos de folhas e raizes.

0 efeito da anaerchiose na determinacao da a-
tividade da redutase de nitrato em folhas e raizes, foi es-
tudado através do borbulhamento continuo do meio com gas ni-
trogénio (Nzl, Neste estudo, as plantas foram trazidas dire
tamente da casa de vegetacgdo para o laboratbrio, e estavam
com aproximaéamente 4 meses de idade e mostrando 3 pares de

folhas.

2.2.3. Definicao da idade do tecido da raiz

Para se definir o tipo de material do sistema
radicular do cafeeiro, a ser utilizado nas andlises da ati-
vidade da redutase de nitrato, foram efetuadas determinacoes
ém plantas com 2, 7, 10 e 28 meses de idade, cultivadas em
areia e irrigadas com solugao nutritiva. Em cada idade da
planta, foram selecionadas para anflise dois tipos de raizes,
"classificadas como mais jovens, com cerca de 0,5mm de espes-—

sura, e as mais velhas, com aproximadamente 1,0mm de diametro.
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A seguir estaoc descritos os varios estaddios de crescimento
das plantas, bem como os tipos de materiais radiculares uti-
lizados nas analises, adotando~se a nomenclatura proposta
por NUTMAN (1933), e adaptadé por RENA e MAESTRI (1984), co-

mo ilustra a figura 1.

Planta com 2 meses: "Orelha de Onga"; raizes pivotante ver-
tical, e laterais. Analisadas: pivotante

vertical e laterais.

Planta com 7 meses: 9 pares de folhas no ramo ortotrdpico;
raizes pivotante vertical, axiais, late-
rais, e suporte das absorventes. Anali-
sadas: laterais e suporte das absorven-

tes.,

Planta com 10 meses: 11 pares de folhas no ramo ortotrdpico
e 2 ramos plagiotrdpicos; ralzes pivotan
te vertical, axiais, laterais e suporte
das absorventes. Analisadas: laterais e

suporte das absorventes.

Planta com 28 meses: planta adulta, com 13 pares de famos
plagiotrdpicos; raizes pivotante verti-~
cal, axiais, laterais, suporte das absor
ventes e absorventes. Analisadas: su-

porte das absorventes e absorventes.

2.3. Determinacao do teor de nitrato

0 teor de nitrato das folhas e ralzes foi de-

terminado de acordo com a metodologia estabelecida por GALLO
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Fig. 1 - Esquema do sistema radicular do cafeeiro. A- raiz
pivotante, B- lateral, C- axial, D- suporte das a

bsorventes,E~ absorventes.



21

e LOTT (1965). Pesa-se 0,1 g de tecido vegetal, seco e moi-
do, e t-ransfere-se para frascos de erlenmeyer de 50 ml. Adi-
cionam-—se 20 ml de agua destilada contendo 0,5 ml de CuSO,.
5H,0 ‘0,5«M-.Agita—se durante 10 minutos, adiciona-se 0,04 g de
Ca(OH) 5 e 0,1 g de MgCO5 e agita-se por mais 5 minutos. Fil-
tra-se , homogeneiza-se, pipeta-se 1 ml para copos de 50 ml e
adiciorna-se 1 ml de H,0, 30%. Cobrem-se os copos colocando-
-se em banho-maria a temperatura de ebulicdo da agua para
digest&o durante 2 horas. Decorrido esse tempo descobrem-se
o8 cOopOSs, que permanecem por mais uma hora no banho. Deixa-
-se es friar, adiciona-se, com rotagZo do copo, 1 ml do rea-
gente Ffenoldissulfdnico (25 g de cristais de fenol em 225 ml
de HZS'(D4 concentrado, aquecendo-se em banho-maria a tempera-
tura de 95-1000C, durante 6 horas), esperam—-se 10 minutos,
adicionam-se 25 ml de NH,O0H 1 + 9 (1 litro de NH,OH concen-
trado mals 9 litros de agua destilada), agita-se a solugao
com bastonete de vidro e procede-se a leitura em espectrofo-
témetro a 420 nm.

O teor de nitrato das solugdes nutritivas foi

determinado do mesmo modo que as analises para as folhas e

raizes, partindo-se de 2 ml de solucao.

2.4 Determinacic do teor de acucares

A extracao dos acglUcares fol efetuada em 200 mg
de amostra seca moida (40 mesh), que foi extraida com solu-
cdo de etanol 70% (v/v) em tubo de centrifuga por duas ve:zes,
segundo TEIXEIRA (1984). Apds a centrifugagéo 0 sobrenadan-
te foi evaporado, redissolvido com agua destilada e transfe-

rido, com filtragem, para balio de 50 ml, completando-se o]

voiume {1y .
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A hidrdlise para a determinacdo de acglcares
totais, fol efetuada de acordo com SCHMIDT~-HEBBEL (1970}, e
descrita a seguir: tomaram—se 15 ml da solucao (I) aos quais
foram adicionados 1,5 ml de HC1l concentrado, submetendo-se a
solucdo a aquecimento de 67-70°C durante 5 minutos. Apds,
neutralizou-se com solugdao de NaOH e completou-se o volume

em balao de 25 ml (II).

A reacgao de cor, ou determinacdo propriamente

dita, foi efetuada segundo NELSON (1944).

Para a determinagdoc de acucares redutores par-
tiu~se de 1 ml.da amostra da solugao (I) ao qual foi adicio-
nado 1 ml do reagente A + B, em tubos de Folin-Wu, aquecendo-
-se em banho-maria a 95°C durante 20 minutos. Apds o esfria-
mento dos tubos foi adicionado 1 ml do reagente C, agitando-
-se até cessar a formagaoc de espuma. Completou-se o volume
a 25 ml com agua destilada e homogeneizou-se. A absorbancia

da amostra foi lida em espectrofotdmetrc a 540 nm.

Para a determinacdo dos agUcares totais repe-
tiu-se o procedimento descrito para os acgucares redutores,

partindo-se de 1 ml da solugdo (II) (hidrolizado).

O teor de sacarose foi calculado subtraindo-se
o teor de aglcares redutores do teor de aclicares totais, e
multiplicando-se pelo fator 0,9 (para converter os agucares

redutores em sacarose).

Reagente A: dissolver 25 g de carbonato de sdodio anidro, 25 g
de tartarato de potéssio e amdnio, 20 g de bicarbonato de

sodio e 200 g de sulfato de sodio a 1000 ml de Agua e com-

pletar ¢ volume.
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Reagente B: dissolver 15 g de sulfato de cobre pentahidratado
em 100 ml de agua e adicionar 2 gotas de &acido sulfarico

concentrado antes de completar o volume.

Reagente A + B: misturar os reagentes A e B na proporgao de

25:1, respectivamente, imediatamente antes de usar.

Reagente C: dissolver 25 g de molibdato de amdnio em 450 ml
de agua. Adicionar 21 ml de écido sulfirico concentrado.
Dissolver 3 g de arseniato dcido de potdssio heptahidrata-
do em 25 ml de Adgua e juntar & solugao de molibdato-acido
sulfirico. Homogeneizar, acondicionar em frasco escuro e

deixar 2 dias a temperatura ambiente antes de usar.

2.5 Efeito da luz na atividade da redutase de nitrato

0 efeito da luz na atividade da redutase de
nitrato nas folhas e ralzes foi estudado em plantas com 6 me-
ses de ildade, com 5 pares de folhas no ramo ortotropice, cul-
tivadas em sacos plasticos contendo areia, em casa de vegeta-
¢do. No dia anterior ao da analise as plantas foram transfe-
ridas para cd@mara de crescimento e irrigadas com solugdo nu-
tritiva de Hoagland.

A atividade da redutase de nitrato, assim co-
mo ¢ teor de nitrato nas folhas e raizes, foram determinados
apds, 0, 2, 4, 6 e 8 horas de exposicdo das plantas a luz. O
tempo zero correspondeu a 12 horas de escuro, e cada determi-
nagdao foi efetuada com 5 repetigdes.

De modo analogo ao descrito anteriormente, en
outro lote de plantas procedentes da mesma semeadura, fol de-
terminado o efeito do periodo de obscuridade na atividade en-

zimatica, e no teor de nitrato nas folhas e raizes das plan-
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tas. Deste modo, as andlises foram efetuadas apds 0, 2, 4, 6
e 8 horas de escuro, sendo gue o tempo zero de escuro corres-

pondeu ao final do periodo de 12 horas de luz.

2.6 Absorglo, translocacdo e reducdo de nitrato em plan-

tas deficientes em nitrogénio -

Sementes de café foram germinadas em areia,
em caixas de polietileno, em casa de vegetag¢doc. A partir do
estadio. de "Ofelha de Onga", as plantas em desenvolvimento
foram irrigadas alternadamente com &gua e ¢oOm solugdo nutri-
tiva de Hoagland completa. As plantas cbm 4 meses de idade
passaram a receber uma solugido nutritiva sem nitrogénio, com
composicao descrita por SARRHGE (1975), com modificacdes,
consistindo do seguinte: 1 mM KH,PO,, 2 mM MgSO,, 5 mM KC1,
5 mM'CaClZ, 46,2 UM H3BOB, 9,2 uM MnC12.4 H,0, 0,8 uM 2n80,.

2

7 Hzo, 0,1 uM H2M004.H20, 0,3 uM CuSOé.S.H2O, e 89,6 uM de Fe,

sob a forma de FeS0,.7 H,0 mais EDTA. Apds 2 e 3 meses de
irrigagaoc sem nitrogénio, respectivamente, para os estudos de
indugdoc nas folhas e nas raizes, foram determinados a ativi-
dade da redutase de nitrato e o teor de nitrato dos tecidos.

No dia anterior ao das analises, as élantas foram transferi-
das para camara de crescimento com fotopériodo de 12 horas.

As determinac¢des foram iniciadas apdés a exposigdo a 2 horas
de luz, no momento em gue as plantas receberam irrigacgdo abun-
dante com uma solugdo 5 mM KNO3 e 5 mM Ca(NO3)2. A indugao
da enzima pelo nitrato foi avaliada apds 0, 2, 4, 6 e 8 horas

do fornecimento de nitrato, para os estudos nas raizes, e

apdbs 0, 2, 5 e 8 para as folhas.
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2.7 Efeito do blogueio da translocacao de fotossintetiza-

dos para as ralzes na atividade da redutase de nitra-

das folhas e raizes

O'bloqueio do transporte de fotossintetizados
foi obtido por anelamento do caule das plantas, removendo-se
o floema através de um anel de aproximadamente 3 mm de largu-
ra, logo abaixo da insergio das folhas cotiledonares ("Orelha
de Onca"). Essa operacdo foi efetuada em plantas de 6 meses
de idade, com aproximadamente 4 pares de folhas, cultivadas
em areia, em recipiente de cimento, em casa de vegetacado. Lo-

go apds o anelamento as plantas foram irrigadas com solugio

nutritiva de Hoagland.

A atividade da enzima redutase de nitrato das
folhas e raizes, bem como o teor de nitrato das folhas, foram
determinados 6, 15, 24, 48, 72 e 96 horas apos o© anelamento
das plantas, que foram trazidas diretamente da casa de vege-
tacdo para o laboratdério de analise. Para cada tempo de ane-
lamento foram utilizadas 30 plantas intactas e 30 plantas ane-
ladas, que foram reunidas em 5 repeticdes para cada tratamen-—
to. Em virtude das variacgdes das condigdes climaticas (hora
do dia, luz, temperatura) no momento da retirada do material
para andlise, os resultados da atividade enzimatica e do teor
de nitrato dos tecidos foram expressos pela relacdo entre os
dados obtidos nas plantas aneladas e nas plantas controle,

multiplicada por 100 (% do controle).

Os teores de aglicares totais, aglicares reduto-
res, e sacarose, foram determinados nas raizes apds 6, 15,
24, 48 e 72 horas do anelamento. De modo andlogo ao descri-

to anteriormente, os resultados obtidos sfio apresentados na
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forma de relagdo planta anelada/planta controle x 100 (% do

controle).

2.8 Avaliacdo da reduc3o de nitrato em folhas e raizes

durante o desenvolvimento inicial das plantas

As andlises de crescimento e a determinacgio
da atividade enzimatica foram iniciadas a partir do estadio
de "Orelha de Onga", guando as plantas estavam com 9 semanas,
e prosseguiram a cada 7 dias até a idade de 24 semanas. Nes-
te estudo, as plantas foram conduzidas em areia, em sacos de
polietileno, para facilitar a retirada das ralizes, sem haver
perda do material. Para evitar que variagOoes nas condigOes
ambientais alterassem a atividade da redutase de nitrato, 24
horas antes de cada determinagdo as plantas foram transferi-
das-aa casa de vegetagao para camara de crescimento, e irri-
gadas imediataménte com solucdo nutritiva até percolacgao. As

analises foram sempre efetuadas apds a exposicgao das plantas

a 3 horas de luz.

As determinacoes foram efetuadas separadamen-
te para cada tipo de tecido e para cada par de folhas, a me-
dida que ©s mesmos forém se desenvolvendo. Desde modo, fo-
ram analisadas as raizes, caule (avaliado apenas o crescimen~
to), folha cotiledonar, 19 par de folhas, e assim sucessiva-
mente,

Em virtude da desuniformidade do crescimento
inicial do cafeeiro, foram selecionadas como padrdo dez mu=-
das representativas do lote em estudo, que permaneceram in-
tactas até& o final do experimento. Deste modo, para cada de-

terminacao, foram selecionadas plantas que apresentavam apro-
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ximadamente as mesmas medidas de comprimento e largura das
folhas presentes nas mudas padrdao. Outro modo de se atenuar
possiveis erros nas amostragens foi a utilizacdo de 5 repe-
ticdes, sendo que cada repeticao correspondeu i média aritmé-

tica das medidas efetuadas em 5 plantas.

A analise de crescimento consistiu de deter-
mina¢des do peso de matéria seca das folhas, raizes e caule,
e area foliar. Os pesos de matéria seca foram determinados
através de secagem do material em estufa a GOOC, até peso
constante. O peso de matéria seca total das folhas foi obti-
do pela somatdoria dos pesos de todos os pares de folhas, e o

peso total da planta foi calculado somando-se os pesos de ma-~

téria seca das folhas, caule e raizes.

De modo anadlogo as outras determinacgdes, a
area foliar foi calculada separadamente para cada par de fo-
lhas, a partir do peso de amostras de 25 discos, corresponden-
te a 7,0686 cm? de drea, retirados dos respectivos pares de
folhas de vérias"plantés, e do peso de matéria seca total dos

pares de folhas correspondentes.

A contribuicdo de cada par de folhas, na ati-
vidade da redutase de nitrato da parte aérea, foi estimada com
base nos dados obtidos quando.as plantas estavam com 21 sema-
ﬁas de idade. Nesta determinac¢do ndo foram analisados os 19
e 29 pares de folhas, para os quais foram considerados, res-
pectivamente, os dados das determina¢des efetuadas nas plan-
tas com 17 e 18 semanas de idade. Tendo-se os dados referen-
tes ao peso de matéria fresca de cada par de folhas, e suas
respectivas atividades enzimdticas expressas emmicromoles de

de nitrito, por hora, por grama de matéria fresca, foram cal-
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culadas as atividades totais de cada par de folhas. A ativi-
dade da redutase de nitrato da parte aérea foi entio calcula-

da pela somatdria das atividades totais de cada tecido.

2.9 Reducgdo de nitrato em plantas adultas - Alteracdes

ontogénicas

2.9.1 Atividade da redutase de nitrato nas folhas

durante o ciclo produtivo das plantas

Para estudar a atividade enzimatica nas fo-
lhas durante a faée produtiva, sementes de café foram colo-
cadas para germinar em areia lavada, em casa de vegetacdo.
Quando as plantas apresentavam aproximadamente 3 paresrde fo~
lhas, o© gque ocorreu 4 meses apos a semeadura, foram coloca=-
das em caixa de polietileno (12 plantas por caixa), com ca-
pacidade para 14 litros, contendo inicialmente agua e poste-
riormente solugad nutritiva de Hoagland. As plantas com 7
meses de idade foram transferidas péra vasos individuais de
6 litros. A solucgdo nutritiva dos potes foi trocada mensal-
mente, o que foi considerado suficiente para manter as plan-
tas em bom estado nutricional. Quando atingiram a idade de
17 meses, as plantas foram transferidas para tangues de ° con-
creto, com capacidade para 100 litros de soluclo, revestidos
internamente com tinta neutrol, e localizados a nivel de sub-
-solo a pleno sol. A solugdo nutritiva dos tanques foi reno-
vada mensalmente, utilizando o sistema de escoamento locali-
zado na parte inferior, e a solucdo foi submetida a aeracio

continua por borbulhamento com ar comprimido.
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A atividade da enzima redutase de nitrato das

folhas, e os teores de nitrato das folhas e solucdes nutriti-
vas foram determinados mensalmente, a partir da época da pri-
meira florada, sempre 6 dias apds a troca das solucdes nutri-

tivas dos tanques.

Paralelamente as determinac¢des das atividades
enzimaticas, foram efetuadas medidas da altura e niimero de
pares de ramos plagiotropicos, assim como uma avaliacao da
fase reprodutiva das plantas em estudo. Essa avaliacio foi
feita através de observag¢des visuais da distribuicio percen-
tual do numero de gemas florais, de botdes florais e de fru-
tos na planta toda. Os estadios reprodutivos denominados ge-
mas florais e botles florais, correspondem ao desenvolvimento
intermediario e final da inflorescéncia, respectivamente, e
foram selecionados como critérios com base nos estudos efe-
tuados por GOUVEIA (1984). A peréenﬁagem de frutos observada
visualmente, foi subdividida em 4 tamanhos: 1 mm {chumbinho},

l a3 mm, 3a6mme maior que 6 mm de didmetro

2.9,2 Atividade da redutase de nitrato em folhas de

ramos submetidos a tratamentos de remocao par-

cial ou total das flores

As plantas utilizadas neste estudo foram se-
meadas em areia, em casa de vegetacdo, transferidas aos 5
meses de idade para caixas coletivas, colocadas em vasos in-
dividuais aos 7 meses, e transferidas para tanques de 100 1li-
tros quando as plantas estavam com 16 meses de idade, de mo-

do semelhante ao descrito no experimento anterior.
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Quando as plantas estavam em pleno floresci-
mento (florada principal) foram efetuados os tratamentos gue

consistiram no seguinte:

1. Em um dos ramos plagiatrdpicos de cada plan
ta foram removidas todas as flores presentes; o ramo direta-
mente oposto ao primeiro permaneceu com todas as flores e

consistiu na testemunha do ramo sem flores.

2. Em outro ramo foi eliminado 50% das flo-
res, permanecendo as flores mais prdoximas & base do ramo; o)

ramo oposto, com todas as flores, fol considerado como tes-

temunha.

Somente os ramos opostos aos ramos tratados
foram considerados como testemunha para evitar que diferencas

no estadio de desenvolvimento, devido i posicdo dos ramos ao

longo da copa da planta, pudessem mascarar possiveis efeitos

dos tratamentos.

A atividade da redutase de nitrato das folhas
dos ramos tratados, e os teores de nitrato das mesmas folhas
e das solugdes nutritivas, foram determinados 15, 42, 62, 90

e 112 dias apds o tratamento de remogio das flores.



31

3. RESULTADOS E DISCUSSAOD

3.1. Padronizacdo da metodologia para a anilise da redu-

tase de ﬁitraﬁo

3.1.1. Efeito do pH e concentra¢do de nitrato no

meio de reacgao

Os dados apresentados na figura 2 mostram que
a atividade da redutase de nitrato nas ralzes aumentou com a
variacao do pH do tampao fosfato de 6,0 para 8,0, e decli-
nou ligeiramente em pH 9,0. Resultados semelhantes foram
obtidos por MEGURO e MAGALHAES (1982}, qgue verificaram em
folhas de cinco cultivares de café, inclusive o Catuai, que
a maior atividade enzimdtica foi obtida em pH 8,0. Portanto,
este valor de pH parece ser o mais adequado para o ensaio
"in wvivo" da atividade da redutase de nitrato, tanto em fo-
ihas, como em ralizes de plantas de café, sendo pois selecio-

nado para todas as determinagoes enzimaticas posteriores.

O efeito do pH do meio de reagao, na ativida-
de da redutase de nitrato, € varidvel entre as diferentes es
pécies e variedades dé plantas (RAVEN e SMITH, 1980;: PRAKASH
e NAIK, 1982; MEGURC e MAGALHAES, 1982; RUSSO, 1983; OLIVEI~-

RA, 1985) e, como sugerido por OLIVEIRA (1985); parece estar
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Fig. 2 - Efeito do pH do meio de reacao na analise da ativi-

dade da redutase de nitrato "in vivo",
de café de 5 meses de idade. MEdia de 4

em plantas
repeticoes.
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relacionado com a permeabilidade da membrana e também com o©

fluxe de nitrato e nitrito nos tecidos utilizados.

A atividade da redutase de nitrato nas raizes
aumentou com o teor de nitrato do meic de ensaio até 50 mM,
decrescendo progressivamente em concentracoes mais elevadas

(figura 3).

Em geral, as células das plantas - superiores
cont&m dois compartimentos principais de nitrato: a) um lo-
calizado no citoplasma, onde o substrato & rapidamente meta-
bolizdvel, e que pode estar envolvido na inducao da redutase
de nitrato; b} um compartimento de reserva, possivelmente
localizado no vacGolo, inacessivel d& enzima (HEIMER e FILNER,
1971; FERRARI et alif, 1973; ASHLEY et alii, 1975). O aumen-
to de 2 vezes na producac de nitrito, observado com o acrés-
cimo da concentracgao de nitrato no tampao fosfato de 12,5 a
50 mM (figura 3), sugere que a atividade enzimatica estava
sendo limitada pela disponibilidade de substrato. As raizes
em estudo apresentaram alto teor de nitrato (120 u moles por
grama de matéria fresca) que, entretanto, poderia estar com-
partimentalizado no vaciolo das cé&lulas, nao disponivel no
sitio de agao da enzima, limitando consequentemente sua ati-
vidade. Em raizes de plantas de algodao também foi verifi-
cado que a adigao de 30 mM de nitrato ao meio de ensaic "in
vivo", provocou aumentos de 1,7 vezes na atividade da redu-

tase de nitrato (RADIN, 1977).

O decréscimo na atividade da redutase de ni-
trato nas. raizes, observado em concentragdes maiores que
50 mM de nitrato no tampao fosfato (figura 3), também foi do
cumentado em folhas de plantas de café (MEGURO e MAGALHAES,

1982} .
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Fig. 3 - Efeito da concentracao de nitrato no meio de reagao
na atividade da. enzima redutase de nitrato, em rai-

zes de plantas de café de 5 meses de idade. Média
de 5 repeticgodes.



Em varios tecidos végetais, altas ¢concentra-
¢Oes de nitrato inibem a atividade enzimatica por mecanismos
nac conhecidos, considerando-se o teor de nitrato necessario
para a Otima indugao da atividade dé_enzimaAde cada espécie
(HAGEMAN e FLESHER, 1960; BEEVERS ef afii, 1965; CARELLI,

1979; MEGURO e MAGALH@ES; 1982; RUSSO, l983f OLIVEIRA, 1885).

OLIVEIRA (1985) verificou que, em folhas de
plantas de cana-de-agtcar, a inibicao do processo de redugao
de nitrato pafece nao ser decorrente da diminuicd@o do poten-
cial osmdtico do meio de incubagao, pois nao foi  observada

gualguer alteragao significativa na atividade da enzima gquan

do o potencial osmético do meio contendo KNO, 50mM foi abai

3
xado, pela adigao de manitol, até o valor correspondente ac

meio com alta concentracao de KNO, {300 mM). O autor suge-
riu gue a inativagao da enzima poderia estar associada a al-
ta farga.ianica desenvolvida no compartimento celular, onde
esth localizada a redutasé_de nitrato, causando uma desesta-—
bilizacgao no complexo de subunidédes que compoem a molécula

protéica.

Em fungéo dos resultados obtidos (figura 3}, e
dos apresentados na literatura (MEGURO e MAGALHAES, 1982), fi
cou padronizado o meio de. incubagao contendo 50 mM de  KNO,
para a analise "in vivo" da redutase de nitrato em folhas e

raizes de plantas de café.

3.1.2. Tempo de ensaio e efeito da anaerobiose

0s resultados do experimento visando estabe-
lecer o tempo para a retirada das aliquotas, para a determi-

nacao da atividade da redutase de nitrato em folhas e raizes,
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estao expressos na figura 4. Verifica-se gue existe uma re-
lagao linear entre a taxa de efluxo dos fons nitrito do te-
cido, resultante da reagao de redugao de nitrato, e o tempo
de ensaio compreendido entre 15 e 60 minutos, tanto em fo-
lhas como em raizes de plantas de café. Esses resultados
concordam com os obtidos por MEGURO e MAGALHAES (1982), erm
diversos cultivares de café. Neste estudo foram padrbniza—
dos os tempos de 15 e 45 minutos de reacgao para a retirada

das aliguotas para a determinacao da atividade da  redutase

de nitrato.

O borbulhamento contiguo de gas P durante a
analise da redutase_de nitrato "in vwvive", aumentou em
média 1,3 e 7,5 vezes respectivamente, as  atividades
enzimaticas das folhas e das raizes, em relagao ac controle
sem N, {Quadro 1) . O acentuado efeito da anaercbiose na de-
terminacgdo da redutase de nitrato nas ralzes foi confirmado
nos tres experimentos efetuados, nos gquais foram utilizadas
plantas de varias idades e cultivadas em diferentes condi-
¢Oes ambientais. Embora o valor absoluto da atividade enzi-
matica tenha variado de um experim@ntp para o outro, a por-
centagem de aumento na atividadé, na presenga de Ny fol pra

ticamente a mesma (Quadro 1).

C efeito da anaerobiose no ensaioc "in vivo™
da atividade da redutase de nitrato em tecidos de folhas, é
uma quest3o bastante controvertida na literatura. O método
"in ?ivo" para esfimar‘a atividade da redutase de nitrato en
yvolve a_incubagao do tecido ém meio de ensaio, em condigoes
de escuro, sendo o acimulo de nitrito utilizado como indica;_

dor da atividade da enzima. Considerando gue este método de
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andlise depende de uma avaliagao precisa da guantidade de ni
trito produzido, gualquer conversao de nitrito a amdnia ou

N~amino subestimaria a atividade da redutase de nitrato.

Cuadro 1. Efeito do borbulhamento de N2, no meio de incuba-~-

cao do tecido, na atividade da redutase de nitra-
1 -1

to "in vivo" (u moles NOE ™t g7 MF) em folhas e
raizes de café. Dados de 3 experimentos, para o
caso das ralzes. (Média de 10 repeticodes)

Atividade da redutase de nitrato

u moles NOE -1 g_l MF
Raizes
Folhas
12 Exp. 29 Exp. 3¢ Exp.
Com N, ' 3,332 2,675 1,127 1,275
Sem N, 2,578 0,399 0,135 0,171

d.m.s. 1% 0,418 0,304 0,150 0,181

CANVIN e ATKINS (19?4) mostraram que, em fo-
lhas, o nitrito nao & reduzido em condig¢des aerdbicas no es-
curo. . Baseando-se na hipotese de que o nitrito ndo & redu-
zido no escuro, alguns trabalhos iniciais (ATKINS e CANVIN,
1975; SAWHNEY et ali{, 1978; CANVIN e WOO, 1979) propuseram
que a diminuicdo da producdo de nitrito, na andlise da redu-
tase de nitrato "in vivo", em condicoes aerdbicas, foi devi-
do & inibigao da reducao de nitrato e.nﬁo & ocorréncia da re
ducao de nitrito. Em contraste, varios trabalhos mostraram

15, = 15, .~

taxas substanciais de incorporacao de NOB e &Ozeanaménia
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e N-amino no escurc, em folhas de numerosas espécies de plan
tas (ASLAM et alii, 1979; KATO, 1980; YONEYAMA, 1981; REED
et alii, 1983). Tais resulta&os +2m conduzido a incertezas
na interpretagao do efeito da anaerobiose sobre o acimulo de
nitrito no escuro. YONEYAMA (1981) concluiu que o  ensaio
"ih vivo" da redutase de nitrato em condicbes aerdbicas pode
grandemente subestimar a atividade da enzima, devido a redu-
cao de nitrito, e gque a anaerobiose (geralmente em atmosfera
de Nz) & desejavel em termos de gquantidade de nitrito forma~
do. Por outro lado, REED et alii (1983) verificaram que em
condicOes anaerdbicas, a redugao de lSN-—nitrito a amdnia e
N-amino, em folhas de trigo, milho, e soja, foi de 31 a 41%
da taxa aerdbica no escuro. Em contraste, © actmulo de ni-
trito no escuro, em folhas de algumas espécies foi 2,5 a 20
vezes maior em condigoes anaerSbicas do que em condigoes ae-
robicas. Agqueles autores concluiram gue somente a assimila-
cdo de nitrito naoc pode ser responsdvel pela inibigao do
actmulo de nitrito na andlise "in vivo" em condigoOes aerdbi-
cas, e gue O 02 aparentemente inibe a reducao de nitrato no
escuro. Foi proposto um modelo (REED et alidl, 1983:
ASLAM e HUFFAKER, 1984) para explicar © efeito do 0, na re-
ducdo do nitrato em tecidos de folhas. No escuro, em pre-
senga de 0,, os mitocdndrios competem com a redutase de ni-
trato pelo equivalente redutor citosdlico, e a redugac de
nitrato & inibida. Contudo, em condigoes anaerdbicas a com-
peticao por NADH & eliminada e, em adicdo os mitocdndrios gé
ram equivalentes redutores para a redugac de nitrato via
"lancgadeiras" oXaléacetato—malatO. Isto permite supoxr que
o ﬁivel de poder redutor citosblico, no escuro, em condicgoes

acrdbicas, pode variar em funcdo do estadio de desenvolvimento
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do tecido ou Orgao, bem como com a espécie de planta (REED

et afii, 1983).

Embora nao se conhega precisamente o efeito da
anaerobiose na &eterminagéo da redutase de nitrato "in vivo",
as analises enzimiaticas em folhas de plantas de café foram
efetuadas em atmosfera de N, pois como relatado anteriormen
ﬁe( o oxigénio promove a assimilagao do nitrito no escuro.

Em-tecidosrnée fotossintéticos o efeito da
anaerobioée na atividade da redutase de nitrato & bem mais
definido e, apérentement@, blogueia a redugéo do nitrito pro
duzido (FERRARI e VARNER, 1971; RADIN et alii, 1975). A re-
ducao da concentragdo de 0, durante a determinagao da vredu-
cdo de nitrato em raizes,.Seja através de vacuo ou atmosfera
de'Nz, e uma técnica que ﬁem sendo adotada rotineirémente no
ensaio da redutase de nitrato’neStes tecidos  (ASLAM e OAKS,
1975; RADIN, 1978; CRAFTS-BRANDNER e HARPER, 1982). Em rai-
zes de plantas de café, o borbulhamento Qe N, no meio de ana
lise provocou aumento médio de 7,5vezes na produgd@o de nitrito

(Quadro 1), em relagao ds determinacoes sem N FERRARI e

5-
VARNER (1971) demonstraram que a anaerobiose inibiu em mais
de 90% a redugdoc do nitrito em camadas intactas de aleurona

de sementes de cevada.

Em funcao dos resultados obtidos no presente
trabalho, todas as determinacoes da atividade da redutase de
nitrato "in vivo", em ralizes de plantas de café, foram sem-

pre efetuadas com borbulhamento continuc de Ny
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3.1.3. Definig¢ao da idade do tecido da raiz

A atividade da redutase de nitrato, determi-
nada nas regioes mais jovens das raizes, foi em média 2,4 ve
zes maior do que a da regiao mails diferenciada, independente
da fase de desenvolvimento das plantas estudadas (Quadro 2).
Resultados semelhantes foram ébtidos por WALLACE (1973), que
verificou que a atividade enzimitica no adpice (0-5mm) de rai
zes de milho foi 2,5 vezes maior do que nas segoes mais madu

ras, distantes 5 a 15mm e 30 a 40mm da ponta da raiz.

Em folhas, o decréscimo na atividade da reduw
tase de nitrato, que se manifesta com a idade, tem sido cer;
relacionado com a capacidade do tecido em sintetizar proteif
nas (WALLACE e PATE, 1965; KANNANGARA e WOOLHOUSE, 1967;

BEEVERS e HAGEMAN, 1969; TRAVIS e KEY, 1971).

Em raizes, pode ocorrer uma situacdo aniloga,
pois a taxa de sintese de proteinas, e especificamente da pro
teina redutase de nitrato, & mais rapida nas regides meriste
matica (apicais), do que nos tecidos mais maduros. (CLOWES,
1958; PA@E,‘1973; ASLAM e OAKS, 1975; ORKS et alii, 1980).
Em adig&o, os valores mais élevados de atividade enzimatica,
obtidos nés extremidades de raizes de milho, em relacgao as
regides mais maduras, foram sempre acompanhados por maiores
teores de proteina (WALLACE e PATE, 1973; OAKS et afii, 1980).
Portanto, o menor potencial de redugac de nitrato das ralzes
mais maduras de plantas de café (Quadro 2) poderia, possi-
velmente, estar associado a uma redugao da capacidade de sin

tetizar proteinas.
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Quadro 2. Atividade da redutase de nitrato {u moles
- . =1 - _ . - -

NOZ g lMFTeateorckanltrato {u molesNO3 g EMFL

em diversos componentes do sistema radicular de

plantas de café de varias idades (Média de 5 re-

peticoes)
Idade da Componentes -
Planta ' da raiz RN NOB
2 meses ‘Piv.vertical 0,62 -
Laterais ' 1,53 -
7 meses Laterais 0,43 98
Sup.Absorventes 6,83 107
10 meses : . Laterais o 0,57 929
Sup.Absorventes 21,43 98
28 meses Sup.Absorventes 0,51 -
Absorventes 1,32 -
. Abreviaturas: Piv. = pivotante; Sup. = Suporte

Na realizagao do preéente trabalho, abordando
- a reducd@o de nitrato em plantas de varias idades e estadiocs
fisioldgicos, fol sempre avaliado o componente mais jovem do
sisfema radicular, procurando dessa forma minimizar os erros

de amostragens.

3.2. Efeito da luz na atividade da redutase de nitrato

A atividade da redutase de nitrato e o teor
de nitrato em folhas e raizes de plantas de café de 6 nmeses

de idade, foram determinados em periodos de 8 horas de 1luz
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ou 8 horas de escuro, em fotoperiodo de 12 horas.

0Os resultados apresentados na figura 5A mos-
tram gque a atividade da redutase de nitrato nas folhas per-
maneceu constante nas primeiras 2 horas de luz, e decresceu
posteriormente durante todo o periodo luminoso. Esse decii—
nio se estendeu até as 2 primeiras horas de escuro, quando
entao comegou a aumentar,'atingindo um pico apds 4 horas de

escuro.

O teor de nitrato nas folhas permaneceu apro-
ximadamente constante durante o periodo de iluminagdo, mos-
trou tendéncia a aumentar entre 2 e 6 horas de escuroc e a de

crescer posteriormente (Figura 5B).

A luz & um importante fator na indugdo e manu
tencao da atividade da redutase de nitrato em tecidos vege-
tais, e parece envolver a participac¢ao do fitocromo (HEWITT,

1975; SRIVASTAVA, 1980; GUERRERO et afidi, 1981).

As inter-relagoes entre a luz e a assimilacdo
de nitrato_séo miltiplas e complexasie de dificil interpre-
tagao (BEEVERS e HAGEMAN, 1969; HEWITT et alil,1976; SRIVASTAVA,
1980) . VArias hiplteses tém sido propostas para explicar os
mecanismos de indugao-ativacgdo da redutase de nitrato pela
luz (SRIVASTAVA, 1980): 1. a luz pode estimular a atividade
dayredutase de nitrato através do aumento na absor¢ao de ni-
trato; 2. a fotossintese estad envolvida na indugao da redu-~
tase de nitrato direta, ou indiretamente através do aumento
na sintese citoplasmitica de proteinas; 3. a luz pode aumen
tar a atividade da redutase de nitrato por induzir a sintese
de mRNA e cdnseq&entemente_a sinteée de proteinas; 4. os ni

veis de redutase de nitrato na luz e escuro sao regulados por
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ativadoxres ou inibidores especificos da enzima.

Varios autores tém demonstrado que a ativida-
de da redutase de nitrato nas folhas de numerosas espécies,
ap_resehta. flutuagoes diarias, com um pico maximo ao redor
do melio dia, mas de um mod.o geral aumenta durante as horas
de luz e decresce no escuro (HARPER e HAGEMAN, 1972; NICHOILAS
et alidi, 1976; LEWIS et afii, 1982; LILLO, 1983,1984; HIPKIN
et alii, 1984).

Em folhas de plantas de café ocorre exatamen-
te o contradrio. A atividade da rédutase de nitrato decresce
durante as horas de luz e aumenta no periodo escurc (figura
5A). Esses resultados estdo de acordo com CORDEIRO e¢f afid
(1984) , gque verificaram que a atividade da redutase de nitra
to,. em plantas de café de 6 meses de idade, variou duran-i:e
os periodos alternados de luz e escuro (fotoperiodo de 12 ho
ras) , declinou gradualmente ao longo do periodo luminoso 2
aumentou no periodo escure, guando apresentou dois picos. Es
sas flutuagoes re?etirammse a cada 24 horas indicando um
ritmo circadiano desta enzima no cafeeiro (CORDEIRC et afidi,

1984} .

Antes de gualguer discussao a respeito do efei
to da luz na atividade da redutase de nitrato em plantas de
cafd, algumas consideracoes devem ser feitas. 0 Coffea
arabieca €& originadrio da Etidpia onde cresce permanentemente
sob densas florestas tropicais. No Brasil, o cafeeiro & cul
tivado a pleno sol, mas em alguns paises como .a Colombia exis
tem cafezais sombreados. Tradicionalmente a producdo de mu-
das de café é feita sob telados ou ripados, ou seja, em con-

digdes sombreadas. FALEIROS et afi{ (1975) estudaram a
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nutricao ﬁitrogenada e o desenvolvimento de mudas de café em
condigoes sombreadas e a pleﬁo sol, e constataram gque as
plantas cultivadas a meia sombra apresentaram maior vigor,
com maior area foliar, maiof altura, maior niimero de folhas
e maior atividade da redutase de nitrato, do que as plantas
cultivadas a plenc sol. Por outro lado, KUMAR e TIESZEN
(1980) verificaram gque a.taxa fotossintética de plantas de
café, crescidas sob condigaes de sombreamento, foi substan-
cialmente maior do gue nas éultivadas a plenoc sol, embora

nessas Qltimas o nivel de radiacao saturante tenha sido maior.

Plantas de café e de cacau sao as uUnicas ci-
tadas até o presente momento nas quais a atividade da reduta
se de nitrato nas folhas & maior no escuro do gue na luz
(CORDEIRO et afii, 1984). Deve ser ressaltado gue tanto a
producao de muaas,'como a cultura do cacau no campo se de~-
senvolve sob condigbes de aproximadamente 70% de sombreamen-
to. Portanto, parecem existir diferencas nos mecanismos que
controlam o processo de assimilacao de nitrato entre as espé
cies adaptadas a sombra, e as espécies que se desenvolvem a

pleno sol.

Uma das linhas de evidéncia sugere que o pa-
pel da luz na indugao da atividade da redutase de nitrato es
td relacionado com a fotossintese (SRIVASTAVA, 1980). SMIRNOFF
(1985)rsugeriu gue guando a intensidade luminosa nac & sufi-

~ciente para saturar a fotossintese, o nitrato ¢ o didxido de
carbono competiriam pela energia fotoquimica. Deste modo,
no presénté trabalho, o'decréscimo na atividade eﬁzimética
que ocorreu na luz poderia ser atribuido a relativamente bai

xa intensidade luminosa utilizada, ou seja, 70 ukE m_zs“l.
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Entretanto, ja foi dehonstrado anteriormente (CARELLI ef af.ld, .
1985)- que a atividade da redﬁtase de nitrato decresceu du-
rante o periodo luminoso mesmo em intensidade luminosa de
400 uB m_zs“l, nivel este acima da saturagéo luminica para
plantas de café crescidas em condigoes sombreadas (KUMAR e

TIESZEN, 1980; FAHL e CARELLI, 1984), como & o caso das plan

tas utilizadas neste trabalho.

ASLAM el afidl (1979) verificaram, em plantas
de cevada; que a assimilacao de nitraté, ocorre tanto na luz
como no escuro, embora a taxa de redugdo na luz seja o dobro
daguela do escuro. A maior redugao de nitrato na luz foi
atribuida ao fornecimento de energia redutora pelos produtos
da recente fixacao de COZ,-possivelmente através de reagoes
de "lancadeiras" entre o cloroplasto e o citoplasma. No es-
curo, a enerqgia para a reducgao do nitrato aparentemente de-
rivaria dos produtos armazenados (ASLAM ef afii, 1979). Esses
resultados foram posteriormente confirmados por ASLAM e
HUFFAKER {1984), que propuseram que a reducao de nitrato no
escuro em folhas & controlada pelo nivel de carbohidratos no
tecido. Em folhas de Capsicum annum, STEER (1974) verificou
que a atividade da redutase de nitrato exibiu trés picos dis
tintos: um no periodo escuro, um segundo no inicio da manha,
e um terceiro 6 horas apds o inicio do fotoperiodo. Foi su-
gerido que os dois picos de atividade da redutase de nitrato,
que ocorreram no periodo luminoso, dependeriam da disponibi-
lidade de poder redutor gerado nos cloroplastos, enguanto
gque o pico ocorrido no peribdé escuro seria dependente do for
necimento de NADH da atividade respiratdria, de modo similar

i atividade da redutase de nitrato em tecidos nao verdes.
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Aparentemente o decréscimo na atividade da
redutase de nitrato, que & observado durante o periodo lu-
minoso, naoc foi devido a limitagaes na fotossintese. CARELLI
et alii (1985) verificaram gue a taxa de fotossintese liqui-
da em plantas de café& aumentou até a segunda hora de luz,
permaneceu aproximadamente constante entre 3 e 6 Horas de
luz, e decresceu posteriormente, enquanto gque a atividade da
redutase de nitrato diminuiu progressivamente durante todo o

periodo luminoso.

As consideracgoOes feitas acima poderiam indi-
car que a redutase de nitrato em folhas de café utilizaria
preferencialmente a energia gerada a partir da oxidagao dos
carbohidratos, a exemplc do que ocorre nas raizes; A seme-
lhanga existente entre as curvas de atividade da redutase de
nitrato,_nas.fblhas e rafzes durante o periodo luminoso {(£i-
gura 53A), reforgam essa hipOtese. Deste modo, na luz ocor-
reria menor oxidagao de carbohidratos em virtude da alta re-
lacao ATP/ADP (GRAHAM e CHAPMAN, 1979) e, conseguentemente,
menoxr ativida&e da redutase de nitrato., No escuro, os fotcs
sintetizados produzidds no periodo luminoso seriam oxidados
no processo respiratdbrio, e haveria maior energia disponivel
para a redug%o de nitrato. CORDEIRO et ali{ (1984) mostra-
ram que os niveis de atividade da redutase de nitrato em fo-
lhas de plantas de café&, mantidas em luz continua, foram bem
mais baixos (atingindo valores proximos a zero apds 12 horas
de luz) do que os obtidos em plantas cultivadas em periodos

alternados de luz e escuro.

De modo semelhante ao observado para as fo-
lhas, a redugao de nitrato nas ralzes decresceu continuada-

mente durante o periodo de luz (figura 5A). Na obscuridade
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os niveis de atividade da redutase de nitrato nas ralzes fo-
ram bem mais elevados do que no periodo luminoso, ocorrendo

um pico apds 4 horas de escuro e decrescendo posteriormente.

0 padrac de variacgao da atividade da redutase
de nitrato durante os periodqs de luz e escureo fol semelhan-
te para tecidos de folhas e ralzes (figura 534). Entretanto,
"a reducao de ﬁ;trato no escuro foi maior nas raizes do que.
nas-folhas,'havendo uma inversao do processo na luz. ASTAM
et alii (1979) verificaram que a baixa redugao de nitratoque
ocorreu em plantulas de cevada deficientes em carbohidratos,
em condicoes de escurc ou de luz-menos CO,, aparentemente te
ve lugar nas raizes. Esses resultados foram posteriormente
confirmados por ASLAM e HUFFAKER (1982], gue verificaram gue,
no escuro, aproximadamente 40% da redugéo.de nitrato ocorreu
nias raizes de plantas de cevada, enguanto qgue, na luz, somen
te 20% da redugao de nitrato teve lugar nesse Grgdo. Portan-
to, como observado em plantas de café&, parece que a propor=-
cdo de reducao de nitrato nas ralzes, em relagao a redugao

total da planta, & maior no escuro do gue na luz.

0 efeito de‘periodos alternados de luz e es-
éuro, na atividade da redutase de nitrato nag raizes, pode
variar entre as diferentes espécies de plantas e com as con-
digoes experimentais. Em plantas de algodao (RADIN, 1977) e
de cevada (LEWIS ef af.idl, 1982), a atividade da redutase de
nitrato nas ralzes nac variou durante o periodo experimental
de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Por outro lado, em
raizes de plantas de trigo UPCROFT e DONE (1976), observaram
que.a atividade da redutase de nitrato apresentou um ritmo
circadiano, e foi muifo mais elevada em plantulas crescidas

sob 1luz continua. Do mesmo modo, a luz estimulou a atividade
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da redutase de nitrato em raizes de macieira, sendo gue a
atividade em plantas cultivadas duran;e 48 horas no escuro,
antes da andlise, foi bem menor do gue aguela obtida em plan
tas crescidas em periodos alternados de 12 horas de luz e 12

horas de escuro {FRITH, 1974).

As flutuagoes observadas na atividade da enzi
ma redutase de nitrato em raizes, durante os periodos de luz
e escuro, tém sido atribuidas a variagOes na disponibilidade
de carbéhidratos e cofatores reduzides, e a fatores internos
que regul&m o fluxo de assimilados provenientes da parte aé-
rea (WALLACE e PATE, 1965, 1967: FRITH, 1874; ASLAM e

HUFFAKER, 1982).

Como sera posteriormente apresentado neste tra
balho, a atividade da redutase de nitrato nas raizes & bas-
tante dependente da continua translocagao de assimilados da
parte aérea para as raizes. Os resultados mostraram gue
apbs 6 horas de remogao do floema, na parte basal do caule,
a atividade &a redutase de nitrato e o teor de aglcares to-
tais nas ralzes das plantas aneladas foram reduzidos em 35 e
31%, respectivamente, em relagéo as plantas intactas. Como
foi mostrado anteriormente, a atividade da redutase de nitrg
to em raizes de plantas de café foi mais elevada durante o
periodo escuro., Portanto, pode~se sugerir gue duranteéﬁ;prg
meiras 6 horas de escuror ocorreu maior translocacao de fo-
tossintetizados para as raizes, o que resultaria em acrés-
cimos nos niveis de atividade da redutase de nitrato neste
tecido durante este periodo. Este fato poderia também jus-
tificar a maior atividade da redutase de nitrato nas ralzes

em relagao as folhas, observada no periode escuro. Essas
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sugestoes sao de certo modo concordantes com os resultados
obtidos por ASLAM e HUFFAKER (1982} gue verificaram,em plan
tas intactas de cevada, gue durante o periodo escuro as fo=-
lhas perderam 75% do teor de carbohidratos sollveis, enguan
to gue as raizes perderam a9enas.15%, possivelmente em vir-
tude da continua translocacdo de fotossintetizados para ou-

tras partes da planta.

3.3. Absorcgao, translocagac e reducao do nitrato

As curvas de acimulo de nitrato e da ativida
de da redutase de nitrato, apds o fornecimento de nitrato
as plantas de café deficientes em nitrogénio, sao apresen-

tadas na figura 6.

Nas primeiras duas horas de exposicgao das
raizées ao nitrato a taxa de acUmulo apresentou valcres bai-
xos (0,55 u moles NOS 1’1“l g"l MF) , evoluindo apOs egsse

tempo para uma fase mais acelerada e constante de 0,85

moles NOg hﬁl g_l MF (figura 6A}). Nas folhas, a taxa de
acimulo também foi inicialmente mais baixa (0,78 1 moles
Nog hot ‘g_l MF), atingindo um valor maximo entre duas e

quatro horas apds a exposicgao das plantas ao nitrate (1,17 v
moles NOE nh~t gml MF) , decrescendo suavemente a  seguir

(figura 6B).

Os teores de nitrato das folhas e ralzes, apds
oito horas de fornecimento de nitréto, aumentaram, respecti
vamente, de 4,51 para 11,57 e de 5,22 para 11,39 u moles de
NO5 g * MF, indicando qgue houve uma eficiente translocacao
do nitrato absorvido para a parte aérea. Esses resultados

mostram também que houve uma distribuicdo do nitrato absor-

vido entre a raiz e a parte aérea.



52

—~ A o
.
2.0L /
- 0 _ 410
"o . -
_ el o ./. |s L
v e =
1.2 : .
= O/O 1° 1™
' Q
7 N =z
QO 081 d4
© o @
E . . —
044 -2 o
— =
i 1 1 1 1
- 9
o g
: : "
o 200 B J10 o
= _
— b
= <
16| O Jds e
s =
Q P
w 1.2 o -6 "
/)]
- 7] @
= d o
1 ¥] W
o 04| -2 -
] | | i
4] 2 4 6 8
HORAS EM NITRATO
Fig. 6 - Indugac da atividade da redutase de nitrato e

aclimulo de nitrato em raizes (A) e folhas (B)
de plantas de café deficientes em nitrogénio,
apds o fornecimento de 15 mM de nitrato. Re-
dutase de nitrato (@-——@), teor de nitra—
to (O—O0}.



53

A atividade da redutase'dé nitrato (determi-
nada com a adicao de nitrato no meic de incubagdo das amos-
tras) aumentou linearmente nas primeiras quatro horas de for
necimento de nitrato &8s plantas; apbs esse tempo, a ativida
de eﬁzimética continuou a aumentar embora menos intensamente
(figura 6A}), Nas folhas a atividade enzimatica apresentou
um aumento mais acentuado nas primeiras duas horas e, de mo-
do semelhante &8s ralizes, continuou a aumentar tendendo a a-
tingir a estabilidade. Em folhas destacadas de plantulas de
maca (KLEPPER e HAGEMAN, 1969) e de Piunus (LEECE et alid,
1972) cultivadas em meio desprovido de nitrato, a atividade
da redutase de nitrato aumentou até aproximadamente cinco

horas apds o fornecimento de nitrato, decrescendo a seguir.

A atividade enzimatica nas plantas de café,
antes do fornecimento de nitrato, foi praticamente nula nas
raizes e nas folhas, e atingiu os valores de 1,11 e 1,69 yu
moies de NOE poi'hora, por grama de matéria fresca, respecti
vamente para as folhas e raizes, apds oito horas de tratamen
to com nitrato. Portanto, os resultados mostram que durante
as primeifas horas de utilizacao de nitrato, a atividade da
redutase de nitrato foi maior nas raizes, guando comparada
com as folhas. Resultados semeihantes foram cobhtidos por

BRETELER et afii (1979) em plantas de feijao.

A eficiéncia de absorcao de nitrato daz  ral-
zes desempenha um importante papel no controle da guantidade
do ion fornecido para as plantas, quando a disponibilidade no
solo‘néo & um fator limitante,

A absorc¢ao de nitrato, em fungao do tempo, em
plantulas de milho (JACKSON et alidi, 1973; NEYRA e HAGEMAN,

1975}, de cevada (CHANTAROTWONG et afii, 1976; RAO e RAINS,
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1976} , de trigo (ASHLEY et alii, 1975), de. algodao e de fumo
(JACKSON et alii, 1972), & sempre caracterizada por uma bai-
Xa taxa inicial que aumenta gradualmente até atingir uma ta-
xa constante. Esse tipico padrao bifasico mostra a natureza
indutiva do processo de absorgac de nitrato (ASHLEY ¢t aliLi,
1975; NEYRA e HAGEMAN, 1975; CHANTAROTWONG et aldl, 1976} .
A fase acelerada de absorc¢ao de nitrato & marcadamente ini-
bida por baixas temperaturas, anaerobiose e inibidores de
sintese de proteinas, sugerindo que este processo requer e-
nergia metabdlica e sintese de uma proteina especifica carre
gadora de nitrato (JACKSON et ali{, 1973; NEYRA e HAGEMAN,

1975) .

0 aclimulo de nitrato nas raizes pode ser con-
siderado como indicativo da,absorgéo'de nitrato, pois esses
dois processos apresentam padrdes cinéticos muito semelhan-
tes (CHANTAROTWONG et afii, 1976). Deste modo, como ocorre
em espécies herbdceas, a absorcgdo de nitrato em plantas de
café & também caracterizada por duas fases, uma taxa inicial
mais baixa, seguida.por uma fase acelerada, indicando a na-

tureza indutiva deste processo.

A redutase de nitrato & uma enzima induzivel
pelo substrato (HAGEMAN e FLESHER, 1960; BEEVERS | el afld,
1965; BEEVERS e HAGEMAN, 1969), e acredita-se que a taxa de
influxo de nitrato para o sitio de indugao seja o principal
fator no controle do nivel da enzima nos tecidos (JACKSON ef

alii, 1973; NEYRA e HAGEMAN, 1975; BRETELER ef alii, 1979).

De um modo geral, nas raizes de plantas anuais
o padrdao de indug¢ao da atividade da redutase de nitrato em
fungao do tempo & coincidente com o padrdo de absorcio de ni

trato (JACKSON et afii, 1973; NEYRA e HAGEMAN, 1975;
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BRETELER ¢t afdif{, 1979). A indugao da atividade da redutase
de nitrato (com a adicdo de nitrato) em raizes de plantas de
café nao foi paralela ao aumento no teor de nitrato dos te-
cidés. ApOs quatro horas de fornecimento de nitrato a ativi
dade enzimatica mostrou tendéncia a estabilizar,enguanto que
o actimulo de nitrato nas rafzes continuou a aumentar linear-
mente. Esses dados sugerem gque, aparentemente, houve uma
saturacgao do sistema enzimidtico e outros fatores tais como a
disponibilidade de energia passaram a limitar o aumento na

taxa de reducao de nitrato.

As raizes e folhas de plantas de café defi~
cientes em nitrogénio mostraram padroes semelhantes de aclGmu
lo de nitrato durante as primeiras oito horas de suprimentd
de nitrato, demonstrando uma eficiente translocagdo do fon
para a parte aérea, Por outro lado, a redutase de nitrato
foi rapidamente induzida, tanto nas raizes como nas folhas,
logo apds as primeiras horas de fornecimento de nitrato as
plantas. Esses resultados reforcam a sugestao apresentada
pdr RADIN (1978), na gual a capacidade das raizes em trans-
portar nitrato para a parte aérea desempenha um  importante
papel na distribuigao da atividade da redutase de nitrato en

tre esses dois Orgaos.

3.4, Efeito do blogueio da translocacao de fotossinteti-

zados para as raizes na atividade da redutase de ni-

trato das folhas e raizes

Conforme mostram os resultados apresentados
na figura 7A, a atividade da redutase de nitrato nas folhas

das plantas aneladas aumentou com o tempo de anelamento até
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15 horas, declinou posteriormente até 48 horas, e manteve-se
constante até o final do experimento. Essa queda na ativida
de enzimatica pode ter sido causada pelo decréscimo na dis-
ponibilidade de nitrato, através da inibigao da absorgao pe-
las raizes. A figura 7B mostra que a concentragao de nitra
to nas folhas decresceu somente apds 48 horas de anelamento,
em relagao ao controle, acompanhando aproximadamente a curva
de atividade enzimatica. Entretanto, como a capacidade das
‘raizes em fornecer nitrato para a parte aérea parece desem-
penhar um papel muito mais importante na indugao da enzima
nas folhas, do gue o teor de nitrato do tecidc, que pode es-
tar compartimentalizado e portanto nao acessivel ac sitio de
acao da enzima (HEIMER e FILNER, 1971; FERRARI et afii, 1973;
ASHLEY e¢f alii, 1975; SHANER e BOYER, 1976), outro experi-
mento foi realizado de modo a confirmar ou explicar os resul
tados obtidos. Neste estudo, destinado a verificagao da ab-
sorgao e translocagao de nitrato para as folhas, foram utili-
zadas plantas com 4 meses de idade, com 4 a 5 pares de fo-
lhas, cultivadas em areia e irrigadas alternadamente com agua
e com solugac de Hoagland completa. As piantas passaram en-
tao a receber solugao nutritiva sem nitrogénio, a fim de es-
gdtar o nitrato contido nos tecidos. Apds 2 meses, guando
as plantas Jj3 se apresentavam clordticas, indicando a defi-
ciéncia de nitrogénio, foi efetuado o bloqueio do flosma em
um grupo de plantas, permanecendo outro lote como testemunha,
Apds 48 horas de anelamento as plantas foram entao irrigadas
com solugao 15 mM de nitrato. Como pode ser observado na fi
gura 8, as. curvas do teor de nitrato nas folhas das plantas

intactas e aneladas foram semelhantes até a sexta hora de
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formecimento de nitrato. Esse fato indica que a taxa de
absorg8o de nitrato pelas raizes, e consequente translocacio
para a parte aérea, foli semelhante nas primeiras 6 horas,enm
plantas intactas e em plantas com 48 horas de anelamento.
ApOs esse tempo, o teor de nitrato nas folhas dasplantasang
ladas decresceu suavemente, enquanto gue as folhas das plan~
tas testemunhas continuaram a acumular nitrato. Esses resul
£ados sugerem que somente apds 54 horas de anelamento & gue
ocorreu uma limitagao do fornecimento de nitrato para a ati-
vidade da redutase de nitrato nas folhas das plantas anela-

das.

A atividade da redutase de nitrato nas rai-
zes declinou rapidamente com o anelamento das plantas (figu-
ra 72). Apds 6 horas de blogqueio do floema a atividade en-
zimatica nas raizes das plantas aneladas foi 66% do contro-

le, e atingiu niveis bem baixos (7%) apds 48 horas.

A assimilagdo de nitrato requer energia meta-
bbdlica e esqueletos de carbono os quais, em &rgios heterotrs
ficos como as raizes, s3c fornecidos pelos fotossintetizados
produzidos na parte aérea e transportados até o sistema ra-
dicular. Em plantas de café ficou evidente a importancia de
um continuo suprimento de assimilados da parte aérea para
manter o processo de redugao de nitrato nas raizes, concor-
dando com os resultados obtidos por outros autores, em diver
sas espécies de plantas (RADIN et afii, 1978; DEANE-DRUMOND
e CLARCKSEON, 1979; BRETELER e HANISH TEN CATE, 1980: ASLaM =

HUFFAKER, 1982; OAKS e HIREL, 1985).

O teor de sacarose das ralzes das plantas ang

ladas decresceu rapidamente, atingindo valores proximos a
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zero apds 24 horas de blogueio do floena {(figura 9} . Por ou-
tro lado, os decréscimos nés teores de acglicares totais e de
aclcares redutores {(glicose, frutose) foram bem menos acen-
tuados do que o da sacarose. Esses resultados sao coerentes
com © fato de que, na maioria das espécies, a sacarose & a
principal forma de carbohidrato'transportada pelo floema

(ZIEGLER, 1975; PATE, 1980).

Os resultados deste trabalho concordam com ©s
obtidos em plantas de algodao que sofreram anelamento ou re-
mogao da parte aérea, nas Quais a atividade da redutase de
nitrato nas raizes decliﬁou rapidamente, os.teores de glico-
se e frutose apresentaram peguenas altaragaes, enquantc Jgue

a sacarose decresceu drasticamente (RADIN et af.if, 1978).

Excetuando-se a sacarose, os aclicares reduto-
res (glicose, frutose) e os aglcares totais decresceram bem
menoé intensamente que a atividade da redutase de nitrato
nas raizes das plantas aneladas. Esses resultados sugerem
gue o processo de redugao de nitrato em raizes de plantas de
café & bastante dependente dos carbohidratos fornecidos pela
 parte aérea e gue as reservas presentes ndo sdo suficientes

para manter a atividade da redutase de nitrato.

SAHULKA e LISA (1980) verificaram em raizes
destacadas de ervilha que, somente alguns dentre os varios
aglcares testados foram capazes de manter altas taxas de res
piragao, enguanto que a indugao da redutase de nitrato ocor-
reu com o fornecimento de todos os ac¢lcares estudados. Os
autores sugeriram que os acglicares apresentam um efeito peéi—
tivo, embora nac especifico, na inducdo da atividade da re-

dutase de nitrato. HANISCH TEN CATE e BRETELER (1981), também
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verificaram em ralizes excisadas de feijdo gue, provavelmente
devido a diferengas na absorgao de nitrato, houve um efeito
diferencial entre a glicose e a frutose na inducao da redu-

tase de nitrato, embora o consumo de oxigénio, bem como a 1li

14

beracgao de CO, pela respiragao, tenham ocorrido de maneira

semelhante para os dois acglcares.

Foi observado gque apds a remogao da parte aé-
rea ocorre um decréscimo na taxa de absorgdo de nitrato, que
& parcialmente revertido pelo fornecimento exdgeno de agl~
car, indicando uma estreita dependéncia deste processo do
continuo fornecimento de assimilados da parte aérea(SCHRADER
e THOMAS, 1981; HANISCH TEN CATE e BRETELER, 1981). Deste mo
do, o© decﬁéscimo na atividade da redutase de nitrato obser-
vade nas ralizes das plantas aneladas poderia ter sido causa-
do pela queda na absorc¢ao de nitrato. Entretanto tal sug@é-
taoc pode ser questionada, pois, até 24 horas apds o anela-
mento o teor de nitrato das folhas das plantas aneladas au-
mentou em relagao ds testemunhas (figura 7B), indicando gue
houve uma maior translocagao de nitrato para a parte aérea,
possivelmente em virtude da perda de atividade enzimatica
das raizes (figura 7A). Por outro lado, plantas deficientes
em nitrogénio e que receberam nitrato apds.48 horas de anela
menﬁo ainda exportavam nitrato para as folhas (figura 8), en

guanto que a atividade da redutase de nitrato nas ralzes era

apenas 7% da atividade do controle.

Portanto, em plantas de café a reducao de ni-
trato nas raizes & muito mais sensivel 3s alteragdes nos ni-
vels de acglicares nestes tecidos do gue a absorgao e transpor

te de nitrato para o xilema, confirmando resultados obtidos
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em outras espécies (RADIN et alii, 1978; ASLAM e HUFFAKER,

1984; OAKS e HIREL, 1985).

3.5. Avaliacdo da reducac de nitrato em folhas e raizes

durante o desenvolvimento inicial das plantas

As variagoes no peso de matéria seca e na
Zrea foliar durante a ontogénese dos varios pares de folhas
de plantas de café estao expressas nas figuras 10 e 11, res-
pectivamente, Observa-se que O infcio do desenveolvimento das
folhas, representado pela abertura do par de folhés cotile-
donares, OCorreu nove semanas apds o plantio das sementes
(figuras 10 e 11). Comparando-se as curvas apresentadas nas
figuras 10 e 11, verifica-se que, de modo geral, as folhas
atingem_a expansdo maxima sete dias antes de atingirem os
maiores valores de aéumulagéo de matéria seca. Constatou-se,
também, que pouco antes que um par de folhas se torne total-
mente desenvolvido, um novo par 94 inicia a expansao, O que

ocorre aproximadamente a intervalos de duas semanas.

0 crescimento das plantas durante os primei-
ros seis meses_de desenvolvimento & ilustrado na figura 12.
Neste periédO'as folhas apresentam malor taxa de acimulo de
matdria seca gue o caule e as raizes, contribuindo em grande
parte para o aumento do peso total da planta. Nas condicgoes
do experimento o crescimento das raizes poderia, em parte,
ter sido limitado pelas dimensoes dos sacos plasticos utili-

zados e abundante irrigacgdo com solugao nutritiva.

0s resultados das determinagoes da atividade
da redutase de nitrato, durante O degenvolvimento de cada

uma das folhas estdo representadas na figura 13.
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Pode ser observado gque a atividade maxima na folha cotiledo-
nar ("orelha de ongaﬁ) ocorreu dez semanas apds o plantio,
decrescendo a seguir. A fase de aumento da atividade enzi-
matica no 19 par de folhas coincidiu com o periodo de maxima
atividade na folha cotiledonar. O mesmo padrao foi observa-
do'entré os 192 e 22 pares de folhas, e assim sucessivamente,
indicando gque h& uma redistribuigao de fungdes entre os di-
ferentes tecidos clorcofilados, gque pode ser importante para

a continuagao do processo de crescimento da planta toda.

Comparando-se os resultados incluidos na fi-
gura 13 com agueles representados nas figuras 10 e 11, pode
ser observado qué a reducgao de nitrato & baixa nas folhas em
inicio-de_expanséo, atinge valores maximos nas folhas quase
que totalmente expandidas e declina posteriormente com a ida
de. Esses resultados confirmam os dados obtidos por MEGURO
e MAGALHAES (1982), que verificaram que a atividade da redu-
tase de nitrato em folhas de'cinco cultivares de café, foi
mais baixa nas folhas mais jovens e aumentou em folhas fisio

logicamente maduras.

Em plantas com 21 semanas de idade, a distri-
buicaoc da atividade da redutase de nitrato nos varios pares
de folhas, éo longo do ramo ortotrdpico, assim como a contri
buicao especifica de cada par para a atividade enzimitica to
tal da parte aérea, sao apresentadas no quadro 3. Observa-se
gque o 59 par de folhas (enumerado a partir da base da planta),
correspondente d folha mais jovem totalmente expandida, apre
sentou a mais alta atividade enzimdtica, expressa em gramas
de peso de matéria fresca por hora, contribuindo com 42,7%

‘da redugao de nitrato da parte aérea. Os baixos pesos de



69

matéria fresca do 1?9 ao 39 pares de folhas, naoc significam
gue oOs mesmos nao tenham atingido a expansaoc total, pois em
plantas de café esses pares de folhas sac normalmente bem me

nores do gue os gue se desenvolvem posteriormente.

Quadro 3. Distribuicio da atividade da redutase de nitrato
entre os varios pares de folhas, enumerados a par
tir da base do ramo ortotrdpico, em plantas de ca
fé de 21 semanas de idade, e contribuicac de cada
par de folhas na atividade enzimatica total da

 parte aérea. (M&dia de 5 repetigdes)

Atividade da redutase de nitrato

Peso de
Tecldo Materia 1 moles NO. u moles NO.

Fresca -1 -1 _“ -1 21 3 total

{g) h g MF h tecido

19 par 00,2834 0,952 0,270 4,7
29 par 0,2705 1,203 - 0,325 5,7
39 par 0,4694 1,811 0,850 14,9
49 par 0,6751 2,411 1,628 28,6
5¢ par 0,9143 2,659 2,431 42,7
69 par 0,2270 0,810 0,184 3,2
Parte
aérea 2,8397 5,688 100,0

O efeito da idade fisioldgica de tecidos de
folhas sobre a aﬁividade da redutase de nitrato ja& foi de-
monstrado em diferentes espécies de plantas (AFRIDI e HEWITT,
1964; HARPER e HAGEMAN, 1972: FAIR ¢f afii, 1973 ; SRIVASTAVA,
1975; CARELLI e MAGALHAES, 1981; MEGURO e MAGALHAES, 1982;

OLIVETIRA, 1985},
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0 decréscimo na atividade enzimatica que se
manifesta com a idade da folha tem sido correlacionado com a
capacidade dos tecidos de sintetizarem proteinas (WALLACE e
PATE, 1965; BEEVERS e HAGEMAN, 1969; TRAVIS e KEY, 1971;
BEEVERS, 1976). Por ocutro lado, KANNANGARA e WOOLHQUSE
(1967} wverificaram que a sintese da redutase de nitrato em
folhas de Perilla foi maior em folhas mais jovens do gue em
folhas maduras e senescentes. Estes autores sugeriram que a
sintese da enzima parece ser dependente da atividade fotos-
sintética. Em plantas de café, as taxas de fotossintese ten
dem a aumentar atd a expansiao total da folha, decrescendo. a
seguir com a idade {(YAMAGUCHI e FRIEND, 1979; FAHL e CARELLI,
1984). Portanto, o mesmo par de folhas ao longo do perfil
de uma planta jovem de cafe, apf@senta as maiores taxas de
fotossintese e de redugéo'de nitrato, indicando que a inter-
relacao entre esses dois processos pode ser um dos fatores
que contribuem para o decréscimo na atividade enzimatica que
se verifica com o aﬁmento da idade da folha. Esta hipdtese,
entretanto, nao elimina outros fatores tais como a capacida-
de do tecido em sintetizar proteina, Ao contrario, &€ evi-
dente gue em folhas recentemente expandidas os principais
processos metab6licos que resultam no crescimento atingem

taxas maximas, que declinam posteriormente com a idade.

A atividade da redutase de nitrato analisada
nas raizes mais Jjovens, oscilou durante o pericdo de cres-
cimento estudado {9—23 semanas) entre um minimo de 1,21 (na
122 semana) e um midximo de 2,49 u moles de NOE por hora, por
grama de matdria fresca (na 152 semana) (figura 14). Na £fi-
gura 15 estao representados os valores de atividade da redu-

tase de nitrato das raizes mais jovens e do par de folhas
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que apresentou o mais alto nivel de atividade enzimatica da
parte aérea, em cada idade especifica. Analisando-se os re-
gsultados verifica—-se que, na mailoria das amostragens, a ati-
vidade na raiz foi mendr que na folha, sendo entretanto supe
rior em algumas determinagoes. As varidveils responsaveis pe
la alternancia na relagao entre a atividade enzimdtica da fo
lha e da raiz nao foram precisamente detectadas neste tra-

balho.

A distribuigao da atividade da redutase de
nitrato, entre a ralz e a parte aérea, pode variar com a con
centrag¢ao de nitrato no meio externo e com as condigoes am-
bientais ({(PATE, 1973, 1980). De um modo geral, se grandes
gquantidades de nitrato s3o fornecidas ao meio radicular, po-
derd ocorrer uma saturacgac do sistema de redugao de nitra-
to nas raizes gue, consequentemente, exportarac mais nitra-
to para as folhas, onde ocorre sua assimilagao (WALLACE e
PATE, 1965; PATE, 1980}, SUTHERLAND et afii, 1985}). ©No pre-
sente trabalho, este importante fator poderia em parte ser
afastado, pois as plantas foram sempre irrigadas com solugao
nutritiva contendoc a mesma concentragao de nitrato. Entre-
tanto, parecem existir flutuag¢oes sazonais na concentragao
de nitrato na seiva do xilema de espécies lenhosas, sendo gque
esta concentragaoc poderia afetar a inducgao da redutase de
nitrato nas folhas (FERGUSON el afif, 1983; SMIRNOFF et afidi,
1984). Portanto, as variagaés nas condigéés ambientais, assim
como a variabilidade das plantas, poderiam ser apontadas co-
mo possiveis causas da alterndncia da relacgado da atividade
enzimatica folha/raiz ocorridas durante o desenvolvimento das

plantas de café.
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Considerando-se os valores médios de todas as
analises efetuadas durante o crescimento das plantas, as ati
vidades da redutase de nitrato da raiz e da folha foram 1,72

e 2,27 11 moles N02 por hora, por grama de matéria fresca,

respectivamente.

A atividade da redutase de nitratoc "in vivo"
relativamente alta observada nas raizes nao foi devido & con
taminagao microbiana. Embora as plantas tenham sido condu-
zidas em meio n3do estéril, amostras da areia aderida as rai-
zes das plantas foram analisadas de modo idéntico ao tecido
vegetal, nao se observando qualquer atividade enzimatica in-
dicativa de atividade microbiana.SANDERSON e COCKING (1964),
trabalhando com plantas de tomate, e WALLACE e PATE (1965)
em ervilha, demonstraram que a atividade da redutase de ni-
trato em raiées de plantas intactas, cultivadas em areia nao
esteril, foilféo alta guanto a obtida em sistemas estereli-

zados.

A maioria das espécies herbjceas, incluindo
importantes culturas econdmicas como algodao (RADIN et alii,
1975; RADIN, 1977), cevada (CHANTAROTOWONG et aflid, 1976:
ASLAM e HUFFAKER, 1982; LEWIS of alii, 1982), soja (CRAFTS-
BRANDNER e HARPER, 1982), e milho (HAGEMAN e FLESHER, 1960;
WALLA&E, 1973), reduzem a maior parte do nitrato absorvido
nas folhas. Por outro lado, grande parte das espécies lenho
sas, particularmente aquelas associadas a povoamentos floresg
tais (KRAMER e KOZLOWSKI , 1979; PATE, 1973, 1980) e membros
da familia Rosaceae (BOLLARD, 1956, 1957) parecem reduzir a

maior quantidade de nitrato em suas raizes, transportando
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para a parte adérea altos niveis de solutos nitrogenados Or-
ganicos. fntretanto, mais recentemente, evidéncias baséa-
das na determinagao de alta atividade da redutase de nitrato
nas folhas de plantas lenhosas tem sugerido gue em adequados
niveis de nitrato, a translocagao e consequente redugaoc po-
dem ocorrer'eficientemente nestesrtecidos (KLEPPER e HAGEMAN,
1969; ADAMS e ATTIWILL, 1982; SMIRNOFF et alii,1984; SMIRNOFF

e STEWART, 1985).

Emlplantas de café cultivadas em solugaoc
15 mM NO3, ficou demonstrado que a reducdo de nitrato ocor-
re tanto nas ralizes como na parte aérea. Os resultados obtl
dos neste trabalho sugerem due as ralizes contribuem signifi-
cativamente na assimilagao de nitrato pela planta, nao 50
satisfazendo suas exigéncias em nitrogénio reduzido, como
possivelmente transportando metabdlitos nitrogenados organi=-
cos para o crescimento e desenvolvimento da parte aérea, Em
condigdes de campo, onde oS niveis de nitrato do solo sa0
frequentemente mais baixos do gue O utilizado neste traba-

l1ho, possivelmente as raizes desempenhem um papel ainda mais

relevante no processo de assimilacao de nitrato pela planta.

3.6. Reducdo de nitrato em plantas adultas - Alteracoes

ontogénicas

3.6.1. Atividade da redutase de nitrato durante a fa

se reprodutiva

A avaliacdo dos estddios referentes a fase re
produtiva das plantas utilizadas neste trabalho & apresenta-

da no quadro 4. Segundo GCOUVEIA (1984), em seus estudos
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sobre o© florescimento e desenvolvimento de frutos de café,
os cafeeiros em 1982 apresentaram guatro floradas na regiao
de Campinag: a primeira em 22 de agosto, a segunda em 29 de
agosto, a terceira em 29 de setembro e a quarta (principal)
em 10 de outubro, gque foram responsaveis, respectivamente por
6,1, 11,0, 16,7 e 47,1% do total de flores abertas. No pre
sente trabalho, conduzido em solucao nutritiva, a florada
principal ocorreu em 8 de outubro de 1982, apresentando uma
defasagem de apenas dois dias em relacao as plantas cultiva-
das no campo. Portanto,_as datas das trés floradas preceden
tes, assim como outros dados obtidos por GOUVEIA (1984) fo-
ram utilizados para complementar as avaliagoes coﬁtidas no
quadro 4, com a finalidade de estimar mais precisamente o es

tadio de desenvolvimento das flores e frutos.

Os resultados referentes a atividade da redu-
tase de nitrato durante a fase reprodutiva de plantas de ca-
fé sao apresentados na figura 16. Os valores maximos de ati
vidade enzimatica foram obtidos em 23 de setembro e 10 de fe
vereiro, ocasioces estas gue corresponden, respectivamente,
53 fase anterior & antese (florada orincipal) e & fase final
de expansao dos frutos. As atividades mais baixas ocorreram
guando as inflorescéncias estavam na fase inicial e inter-
mediaria de desenvolvimento (agosto) e durante o inicio de

expansao dos frutos (outubro e janeiro).
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Segundo FREDERICO e MAESTRI (1970), os botoes
florais de café, apds um periodo inicial de crescimento,
passam por um periodo variavel de dorméncia. Apbds a guebra
da dorméncia os verticilos florais se expandem rapidamente
at® 3 antese, apresentando um aumento de matéria seca de 500%
em relacdo aos botdes dormentes (BARROS el alii, 1982).Nesse
perfodo & necessdrio um rapido transporte de substancias or-
ginicas para os botdes florais e a fotossintese corrente é
muito mais importante para o crescimento da flor do que as
reservas armazenadas, tanﬁo nas folhas como no lenho dos ra-
mos (BARROS et afii, 1982). De modo semelhante, a atividade
da redutase de nitrato aumentou consideravelmente na fase fi
nal de desenvolvimento da flor, indicando que o©s pProcessos
anabdlicos das folhas tornam-se mais intensos a fim de su-
prir as demandas de metabdélitos durante este estadio fisio-

16gico (figura 16, BARROS et alii, 1982).

Nas primeiras 5-6 semanas posteriores & ante-
se, os frutos nao apresentam crescimento visivel, sendo de-
nominados "chumbinhos" (WORMER e NJUNGUNA, 1966). ApOs esse
tempo os frutos se expandem rapidamente, acumulando cerca de
80% de agua e atingindo o tamanho maximo ao redor da 162 se-
mana apOs a abertura das flores (CANNELL, 1975). Neste pe-
riodo em que a expansao dos frutos se processa devido ao a-
cimulo de &gua, a atividade da redutase de nitrato oscilou

em torno de niveis mais baixos que o anterior.

Durante e imediatamente apds a expansaoc final
dos frutos (122 a 202 semanas apds a antese) sdo formados os
tecidos do endosperma das sementes, gue atuam como podercsos
drenos de carbohidratos e minerais (CANNELL, 1975). A ati-

vidade da redutase de nitrato aumentou consideravelmente no
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infcio da formacao do endosperma, oscilando a seguir em ni-
veis elevados, durante a fase de acUmulo de matéria seca

(granacao) nas sementes.

O cafeeiro apresenta alteragoes na taxa de
absorgao de nutrientes assocliados aos estadios fisioldgicos
mailis importantes do ciclo anual da planta. A taxa de absor-
gao de nitrato em plantas adultas de café, cultivadas em so-
lucao nutritiva, apresentou valores maiores antes da antese
e no inicio da maturac¢ao dos frutos, decrescendo considera-
velmente apOs o florescimento (CARVAJAL ed alii, 1969). A
atividade da redutase de nitrato apresentou aproximadamente
as mesmas variacoes verificadas por CARVAJAL ef afii (1969),
na taxa de absorgao de nitrato, indicando gue a modulacao do
fluxo deste Ion pode ter se constituido em importante fator
no controle da atividade enzimatica durante o ciclo da plan-
ta, Assim, verifica-se gue os maiores valores de atividade
da redutase de nitrato, durante o ciclo das plantas de café
em produgao, sao coincidentes com as fases de maior demanda
de metabdlitos e, 4 semelhanca da absorcao e distribuicdo de
nutrientes (CARVAJAL ef alf4{.4,1969; CANNELL e KIMEU, 1971) e
da producgao e distribuicgao de matéria seca (CANNELL, 1971;
CANNELL e HUXLEY, 1969}, sao fortemente influenciados pela

presenca de flores e frutos.

TALEISNIK eif afii (1980) verificaram que a
atividade da redutase de nitrato em plantas de café cultiva-
das no campo apresentou variacgoes sazonais que foram corre-
lacionadas com o teor de agua do solo e das folhas. Aguelies
autores constataram que a atividade enzim@tica foi mais alta

durante a estagao seca que coincidiu com o florescimento e

maturagao.
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As plantas cultivadas em solugao nutritiva po
dem apresentar variacgoes no balango hidrico, associadas a
alta demanda transpiratdria e ao desenvolvimento de grandes
resisténcias ao fluxo da Agua entre a raiz e a parte aérea
{CANNELL, 1973). Entretanto, outros fatores ambientais como
0 teor de nitrato do meio, luz e temperatura, poderiam estar

interferindo nas variagoes verificadas na atividade da redu-

tase de nitrato.

O teor de nitrato da solucgao nutritiva na
gqual as plantas foram cultivadas foi mantido aproximadamente
constante durante todas as épocas de amostragens, oscilando

entre 10,0 e 11,8 1y moles de NO; por ml de solugao.

Na figura 17A e B sao apresentados os dados

climdticos referentes aos niimeros de horas de insolagao, e
as temperaturas maximas registradas em Campinas no dia ante-
rior e no proprio dia das amostragens (dados fornecidos pe-
la Secgao de Climatologia Agricola do IAC). Foram considera-
das apenas as temperaturas maximas pois estas sao as mais
prejudiciais, tanto para a redugao de nitrato (CASTILLO VALE,
1974; citado por TALEISNIK et afidl, 1980) como para a fo-
tossintese (NUNES ef afil, 1968; KUMAR e TIESZEN, 1980) de

plantas de café.

Os dois mailores valores da atividade da redu-
tase de nitrato, observados em setembro e fevereiro (figura
16), coincidiram com og menores nlimeros de horas de insola-
¢ao e com as temperaturas maximas mais amenas registradas no
dia anterior ao das andlises (figura 17A e B). Em adigao,
as menores atividades enzimadticas (agostoc e novembro) tam-
bém foram relacionadas cdm os maiores numeros de horas de in

solacao, medidos nos dias anteriores as amostragens. Nao
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foi observada relagao entre a atividade enzimatica e as con-
dicoes éliméticas determinadas no proprio dia da andlise.
Esses resultados reforgam a sugestao apresentada no item 3.2
deste trabalho, na qual a redutase de nitrato utilizaria pre
ferencialmente a energia liberada na oxidagao dos carbchidra

tos, e nao diretamente da fotossintese corrente.

3.6.2. Atividade da redutase de nitrato em folhas de
ramos submetidos a remogao parcial ou total

das flores

Como mostra a figura 18A e B, a remogao de
50% das flores dos ramos por ocasiéo da florada principal,
pouco alterou a atividade da redutase de nitrato e o teor
de nitrato das folhas, durante a fase posterior de desenvol-
vimento dos frutos, guando comparados com os das folhas dos
ramos qgue nao sofreram desbaste. Este fato & perfeitamente
justificdvel uma vez gque tanto os botoes florais (BARROS et
alii, 1982) como os frutos (CANNELL, 1§75) sao capazes de
utilizar metabdlitos acumulados em tecidos situados em posi-

¢oes distantes, acima ou abaix0 no mesmo ramo.

Entretanto, a remocao de todas as flores do
ramo afetou a atividade da redutase de nitrato, em relagéo
aog ramos sem desbaste (figura 19A). Nas folhas dos ramos
contendo os f£rutos em &esenvolvimento, a atividade enzimati-~
ca foi sempre superior & dos ramos que foram mantidos sem
frutos. TALEISNIK ef afii (1980) também verificaram que a
atividade da redutase de nitrato na parte média (com frutos)
de plantas de café foram maiores que a da parte superior (sem

frutos). CANNELL (1971) observou gue a taxa de assimilacao
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Fig. 18 - Atividade da redutase de nitrato (A) e teor de

nitrate (B} nas folhas de ramos de café conm
frutos (O---O) e nas folhas de ramos que foram
submetidos ao desbaste de 50 $ das flores
(@——@), durante o periodo de crescimento dos
frutos. O tempo zero corresponde 3 &poca da
florada principal, quando foi efetuado o trata
mento de remogio das flores. Dados médios de 5
repeticoes,
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liguida em cafeeiros com frutos foi muito maior do gque a de
plantas desbastadas (sem frutos), mostrando que as folhas
das plantas com frutos tem maiores taxas fotossintéticas do

que aguelas sem frutos.

.Os teores de nitrato acompanharam a mesma ten
déncia da atividade enzimética, ou seja, as folhas dos ramos
com frutos apresentaram maiores valores do gue aqueles dos
ramos desbastados (figura 19B). Esses resultados confirmam
os obtidos por TALEISNIK et afii (1980) mostrando que de um
modo geral, durante todo o ciclo das plantas, os teores de
nitrato das folhas dos ramos com frutos foram superiores aos
dos ramos sem frutos. CANNELL e KIMEU (1%871) verificaram
que plantas de café com frutos apresentaram taxas mais ele-
vadas de absorgao de N, P, K e Mg, e concluiram que estes fo
ram prontamente metabolizados pelos frutos, os quais even-
tualmente drenaram esses minerais das folhas e/ou das partes

lenhosas.

0s resultados apresentados neste trabalho su-
gerem que a presenga de frutos induz maior demanda de meta-
bdlitos, evidenciada pela maior atividade da redutase de ni-
trato. O . maior teor de nitrato, nas folhas dos ramos com
frutos, indicam que existe um direcionamento preferencial <o
fluxo de nutrientes absorvidos para 0s ramos que se consti-

tuem em maior fonte de consumo.

As oscilagoes na atividade da redutase de ni-
trato durante o ciclo da planta foram bem mais acentuadas nas
folhas dos ramos com frutos (figura 19A; TALEISNIK et alid,
1980), indicando que a enzima & fortemente influenciada na
sua atividade; pelo estadio fisioldgico ou ontogenia de plan

tas de café,
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Fig. 19 - Atividade da redutase de nitrato (A&) e teor de

nitrato (B) nas folhas de ramos de café  com
frutos (O---O) e nas folhas de ramos gue foram
submetidos ao desbaste de todas as flores
(@—@®), durante ¢ periodo de crescimento dos
frutos. O tempo zero corresponde & &poca da
florada principal, guando foi efetuado o tra-

tamento de remogao das flores. Dados m&dios de
5 repetigoes.
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4., RESUMO

A distribuigao da atividade da enzima reduta-
'se de nitrato "in vivo", fol estudada em folhas e ralzes de
plantas jovens de caf&, cultivadas em areia, em casa de ve-
getagao e irrigadas com solugao nutritiva de Hoagland.

A otimizagdo da metodologia para a anilise da
redutase de nitrato "in vivo" nas ralizes mostrou gque os va-
lores maximos foram obtidos qguando se utilizou como meio de
incubacao uma solugdo tampdo de fosfato 0,1M , pH 8,0 , em
KNO3 50mM. Verificou-se que existe uma relacdo linear entre
a taxa de efluxo dos fons nitrito, resultante da redugao de
nitrato, e o tempoc de ensaio compreendido entre 15 e 45 mi~
nutos de reagao, que foram entdo padronizados para a  reti-
rada das aliquotas. O borbulhamento continuo de N,, duran-
te a analise da redutase de nitrato, aumentou em média 1,3
e 7,5 vezes, respectivamente as atividades enzimaticas das
folhas e das ralzes, em relagéo ao controle, sem NZ' A a-
tividade da redutase de nitrato, determinada nas raizes
mais jovens, foi em média 2,4 vezes maior do que a das
seccces mais maduras, independente do estadio de desenvol-

vimento das plantas estudadas.
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Ao contrario do observado na grande mailoria
das espécies, a atividada da redutase de nitrato, tanto nas
folhas como nas raizes de plantas jovens de café, decresceu
durante as horas de luz e aumentou no periodo escuro. O de-
créscimo observado no periode luminoso aparentemente nao foi
devido a limitacgoes na taxa de fotossintese ou na disponibi-
lidade de nitrato, sugerindo que a redutase de nitrato nas
folhas utilizaria, preferencialmente, a energia liberada na
oxidacao dos carbohidratos anteriormente produzidos. A re-
dugao de nitrato no escuro fol maior nas raizes do que  nas
folhas, havendo uma inversao do processo na luz. Tal fato
sugere que; durante o periodo escuro poderia haver mailor
translocagao de fotossintetizados para as ralzes, e conse-

guentemente, maior disponibilidade de energia para a redugac

de nitrato.

A absorcgao de nitrato em plantas deficientes
em nitrogénioc foi caracterizada por uma taxa inicial mais
baixa gque aumentou posteriormente, evidenciando a natureza
indutiva deste processo. A redutase de nitrato foi rapida-
mente induzida nas folhas e nas raizes, logo nas pPrimeiras
horas de fornecimento de nitrato as plantas, sendo gue 0s
maiores niveis de atividade foram obtidos nas raizes. As fo-
lhas e ralzes mostraram padrdes semelhantes de acimulo de ni
trato demonstrando uma eficiente translocagao do ion para a

parte aérea.

A atividade da redutase de nitrato nas raizes
de plantas que sofreram anelamento (bloqueio de floema) de-
clinou rapidamente, os teores de acglicares totais e redutores
apresentaram pequenas varia¢oes, engquanto que a sacarose de-

cresceu drasticamente, acompanhando a gqueda na atividade
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enzimatica. Esses resultados sugerem gque o processo de re-
ducao de nitrato nas raizes de plantas de café & bastante de
pendente do continuo fornecimento de carbohidratos pela par-
te aérea, e gque as reservas presentes nas ralzes nao sao su-
ficientes para manter a atividade da redutase de nitrato em
niveis adequados. Nas folhas a atividade enzimidtica mostrou
decréscimos moderadés com ¢ anelamento das plantas, possivel
mente em virtude da gqueda na disponibilidade de nitrato,atrg

vés da inibicao da absorc¢ao pelas raizes.

Durante © desenvolvimento das plantas ae ca-
fé, a faée de aumento da atividade da redutase de nitrato no
primeiro par de folhas coincidiu com a fase de méxima ativi-
dade nas folhas cotiledonares. O mesmo padrao foi observado
na etapa seguinte de crescimento, na qual o decréscimo na a-
tividade do primeiro par foi acompanhado do aumento na ativi
dade do segundo par, e assim sucessivamente. A mais alta
atividade fol sempre obtida no par de folhas recentemente ex
pandido, gue contribuiu com 42,7% da redugéo de nitrato da
parte aérea. A atividade da redutase de nitrato nas raizes
oscilou dufante todo o periodo de crescimento estudado. Na
maioria das amostragens a atividade enzimatica na raiz foi
menor do gue na folha, sendo superior em algumas determina-

goes.

Neste trabalho também foi avaliado o compor~
tamento da atividade da redutase de nitrato durante todo o
ciclo produtivo de plantas de café, cultivadas em solugac de
Hoagland, em condigoes ambientes de luz e temperatura. Os
valores miaximos nas folhas foram obtidos durante a fase an-

terior & antese (florada principal), e no final da expansac
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dos frutos (formacao do endosperma das sementes), ocasides
estas gue coincidem com periodos de intensa demanda de meta-

bolitos pelas flores e frutos.

O desbaste de 50% das flores dos ramos por
ocasiao da florada principal pouco alterou o padrao de com-
portamento da atividade da redutase de nitrato e do teor de
nitrato das folhas. A remogac de todas as flores do ramo
provocou decréscimos na atividade enzimitica e no teor de ni
trato das folhas, em relagao aos ramos sem desbaste. Tais

resultados sugerem que a presenga de frutos induz maior de-

manda de metabolitos e nutrientes.
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PARTITIONING OF NITRATE REDUCTION IN YOUNG COFFEE PLANTS

AND IN ADULT PLANTS DURING THE REPRODUCTIVE STAGE

5. ABSTRACT

The distribution of the "in vivo" nitrate
reductase activity in leaves and roots of voung cof fee plants
and in leaves of adult plants during the reproductive stage

were studied.

The young plants were cultivated in sand

irrigated with nutrient solution in the greenhouse. The
adult plants were cultivated in hydroponics , in ambient
conditions.

The modified assay of the "in vivo" root

nitrate reductase showed higher values of activity when the
tissues were incubated in 0.1 M phosphate buffer, pH 8.0,
and 50 mM KNO3, under continuous Nz bubbling, in the dark.
With this procedure enzyme activity was 7,5 times higher
compared with the control without NZ' Young roots sections
reduced nitrate 2.4 times more efficientely than mature

sections, independentely of the stage of development of the

plant.

In young plants, the activity of nitrate
reductase in both roots and leaves decreased during the iight

period and increased in the dark. The observed inhibition
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of nitrate reduction under illumination apparentely was not
due to limitation of photosynthesis and nitrate availability,
and suggested that the nitrate reductase reaction would

utilize metabolic energy derived from the oxidation of

carbohydrate pools.

In the dark, nitrate reduction was higher in
the roots than in the leaves, the pattern being reversed in
the light. It is conceivable that photosynthate transport to
the roots might be stimulated in the dark, supplving energy

for the reduction process.

Nitrate absorption in nitrogen deficient
plants occurred at lower initial rate,and increased during
the course of the experiment that lasted 8 hours, suggesting
an inductive process. The induction of. nitrate reductase
activity in the roots occurred very rapidly in the initial
4 hours upon transferring the plants to the nitrate solution.
In the leaVés, enzyme activity showed higher rates in the

first 2 hours after nitrate addition, slowing afterwards.

After 8 hours of exposure to nitrate the
activity of nitrate reductase in the roots was 34,4% higher
ﬁhan in the leaves. The pattern of nitrate accumulation in
roots and leaves were similar, indicating efficient

translocation of the element to the shoots.

The blockage of the phloem by girdling
- caused a rapid decline of nitrate reductase activity in the
roots. Sucrose content décreased to zero 24 hours after
girdling, the total and reducing sugars showing lesser

variation.
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The data suggested that the process of
nitrate reduction in the roots is highly dependent on the
continuous supply of sugars = by the  aerial parts, the
carbohydrate reserves being insufficient to maintain adequate

. g'l * .
rates of nitrate assimilation.

In the leaves, the inhibitory effect of
girdling on nitrate reductase activity was less pronounced
than in the roots. Lower enzyme activity in the leaf was
probably associated with decréased nitrate availability dﬁe

to the inhibition of uptake by the roots.

During the early development of the plants,
the initial increase of nitrate redgctase activity observed
in the first leaf pair coincidedvﬁjjlmaximmmenzyméactivity
in the cbtiledonary leaves. The same pattern was detected
in the subsequent growth stages, where decreased activity in
the first pair was accompanied by an increase of nitrate
reductase activity in the second pair, and thus successively.
Highest enzyme activity was consistently determined in the
recently expanded leaves, which contributed to 42.7% of the

total nitrate reduction of the aerial parts.

The evaluation of leaf nitrate reductase
activity over the different phases of the annual cycle of
mature plants indicated that higher values occurred prior to
the major flowering and at the end of the period of fruit
expansion (endosperm formation). These phases are associated
with periods of intensive metabolite demand of the developing
flowers and fruits. The removal of 50% of flowers and fruits

at the time of the major flowering produced little effect on
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the activity of nitrate reductase and nitrate content of
leaves. On the other hand, removal of all flowers and fruits
induced decreased enzime activity and nitrate content,
suggesting that these tissues represent strong sinks for

metabolites and nutrients.
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