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1. INTRODUGAO

A produtividade vegetal pode ser equacionada como fun
g¢30 de virios componentes, sendo a distribuigBo e a frequéncia
de chuvas um dos mais importantes fatores limitantes da produ-

Ga0.

Os dados comparativos do balango climatico para  va-
rias regioes cafeicultoras do Brasil indicam que deficiéncias
hidricas anuais maiores que 150 mm afetam bastante a longevida-
de econdmica do Coffea arabica. Sa&c exemplos algumas areas ca -
feicultoras do extremo norte do Estado de S@o Paulo, das partes
baixas do Vale do Rio Doce e das regides limIitrofes entre Minas
Gerais e norte do Espirito Santo (ORTOLANI et af,1970). Aqueles
autores enfatizam tambem, além do total anual da seca, a impor-
tancia da época da ocorréncia. Em varias regides cafeicultoras,
com deficiencias hidricas inferiores a 100 mm abrangendo os me-

ses de frutificagdo, sio observadas quebras de produtividade e



menor longevidade da planta.

A 3agua na planta representa a integracao da demanda
atmosferica, potencial da agua do solo, densidade e distribui -
¢do das raizes, bem como outras caracteristicas da planta (KRA-
MER,1969). Portanto, para se conhecer o balango hidrico do vege
tal de uma especie, as medidas devem ser feitas na planta e nio
no sclo ou na atmosfera,

0 comportamentc estomatico se constitui no principal
fator de controle das trocas do vapor d'agua e gas carbonico
nas plantas. Muitos estudos tem mostrado o aumento da resisten-
cia difusiva das folhas como resultado da diminuigio progressi-
va do potencial da agua da folha (HSIA0,1973).

O nitrate € a principal fonte de nitrogénio para as
plantas superiores crescendo em condigdes naturais de cultura
(MAGALHAES ,1975). O processo da redugdo e assimilacao do nitra-
to resulta na sintese de aminodcidos e proteinas.

A redugdo do nitrato para amonia ocorre em dois esté
gios e envolve a participacgac das enzimas Redutase de Nitrato e
Redutase de Nitrito. Posteriormente, a amonia € incorporada em

aminoacidos, principalmente atraves das vias da Desidrogenase



Glutamica {GIVAN et af, 1970; MAGALHAES et al,,61974; TSUKAMOTO
1970) e Sintetase de Glutamina/Glutamina Oxolutarato Amino-
transferase (MIFLIN e LEA¢‘1976).

A sequéncia metabolica da incorporag@o do nitrogeénio
mineral em compostos organicos € controlada pela primeira enzi-
ma envolvida, a Redutase de Nitrato (BEEVERS e HAGEMAN,1969; HE
WITT, 1975).

A Redutase de Nitrato € uma enzima citoplasmatica cu-
jo peso molecular esta entre § x 105 e 6 x 105, contendo na mo-
lécula Ferro, Molibdenio e FAD., As constantes de Michaelis (Km)

4 ¢ 2,5 x 1078

para nitrato e para o cofator NADH s3o 2 x 10 M,
respectivamente (BEEVERS e HAGEMAN, 1969).

A atividade da Redutase de Nitrato varia com os dife~-
rentes fatores ambientais, tais como: luz (HAGEMAN e FLESHER ,
1960; HAGEMAN et af, ,1961; BEEVERS et af.,1965; KANNANGARA e
WOOLHOUSE, 1967; LIPS e ROTH-~BEJERANO, 1969; TRAVIS, HUFFAKER e
KEY, 1970; TRAVIS, JORDAN e HUFFAKER, 1970; BEEVERS e IIAGEMAN ,
1972; STULEN ef af, 1973; CANVIN e ATKINS, 1874; NICHOLAS et af. ,
1976), concentracgao de gas carbonico (KANNANGARA e WOOLHOUSE

1967; CANVIN e ATKINS, 1974; PURVIS et af.,(1974; MAGALHAES,



1976), temperatura (RITENOUR e HUFFAKER, 1964; MATTAS e PAULI ,
1965; ONWUEME et af, 1971; ALOFE et af, 1973; MAGALHAES, 1973 ;
BENZIONE e HEIMER, 1977) e disponibilidade de &gua no solo (MAT
TAS e PAULI, 1965, HUFFAKER et af. , 1970; BARDZIK et af.,1971 ;
PLAUT, 1973 e 1974, MORILLA et af.,1973; SHANER e BOYER, 1976),
sugerindo que a enzima Redutase de Nitrato possa ser utilizada
em estudos basicos relacionados com as alteragles metabblicas
associadas a fatores ecoldgicos.

0 presente trabalho foi conduzido para analisar a re-
sisténcia a difusio do vapor d'agua e a Redutase de Nitrato co-
mo parametros para a avaliagdo do efeito da deficiencia de  a-
éua sobre o comportamento fisioldgico de plantas de cafe, sob

condigOes controladas de ambiente.



2. REVISAO DA LITERATURA

2,1. Efeito da deficiéncia de agua nos processos fisioldgicos da

planta.

0s processos metabdolicos da planta sdo  influenciados
pelas alteragdes no teor de dgua disponivel. Em geral existe uma
estreita faixa de potencial hidrico, onde o efeito da falta de
agua induz inibigao dos processos fisiologicos, principalmente
nas folhas e nas raizes.

0 primeiro efeito mensuravel da deficiencia hidrica se
reflete na diminuicao do processo de elongagdo celular (HSIAO
1973 e 1974). A suscetibilidade na elongagao celular foi demons-
trada em plantas de milho, nas quais foi observade um rapido de-
clinio na taxa de aumento do volume das células em potenciais da
agua abaixo de -2bars, e completa paralizagao em potenciais de
-7 a =-9bars (BOYER, 1970; HSIAO, el a£°'1970; ACEVEDO et af.)971)

A interrupcdo do crescimento foi observada quando o potencial da



agua foi cerca de -4bars em girassol {BOYER, 1968), -lilbars em
gramineas (LUDLOW e NG, 1976) e -~12bars em soja (BOYER, 1970
SIVAKUMAR e SHAW, 1978a). hEATHERLY el al . (1977) verificaram em
pléntas de soja, uma redugao da drea foliar em plantas submeti-
das a nove periodos de deficiencia hidrica. SIVAKUMAR e SHAW
(1978b) observaram que plantas de soja sob condigGes de campo ,
apresentaram uma diminuigio na taxa de expansdo da area foliar
em resposta ao decréscimo do potencial da agua do sclo.

A deficigncia de agua também influencia o desenvolvi-
mento das folhas atraves de seu efeito no primdordio foliar e
subsequentes taxas de divisd@o celular. A taxa de emergencia da
folha foi diminuida ou cessou em condigles de desidratagao dos
tecidos (HUSAIN e ASPINALL, 1970; CLOUGH e MILTHORPE, 1975), e
existem evidéncias de seus efeitos na diminuicfo da divisdo ce-
lular (TERRY et a@.,lg?l; KIRKHAM et af. 1972; MCCREE e DAVIES,
1974). 7

0 efeito da deficiencia de agua durante diferentes es
tagios de crescimento foi observado por SIONIT e KRAMER (1977).
Plantas de soja submetidas a deficieéncia hidrica durante os pe-

riodos de indugio a floracao e de florescimento, apresentaram



menor numero de flores, vagens e sementes quando comparadas com
as plantas controle. Em plantas de sorgo, a taxa e o periodo de
crescimento foram afetados‘pela falta de agua(STOUT et af ,1978).
No cultivar 'M35', os periodos de crescimento da folha e do cau
le e 0 desenvolvimento da inflorescencia foram retardados, en-
quanto que no cultivar 'NK300', o perfodo de crescimento foliar
e do caule diminuiu e o desenvolvimento da inflorescencia foi
adiantado.

Qutro processo afetado pela deficiencia hidrica é a
sintese de proteina. SHAH e LOOMIS (1965) observaram alteragdes
do conteiido de acido ribonucleico e protefnas em plantas de be-
terraba sujeitas a periodos de seca. As quantidades de proteina
total e solivel por grama de matéria seca, decresceram progres-
sivamente com a falta de agua, sendo que os efeitos foram detec
tados antes mesmo dos sintomas de murchamento tornarem-se evi -
dentes. BEN ZIONI, ITAI e VAADIA {1967) mostraram em discos de
folhas de tabaco, a diminuicao da incorporagao da leucina em
proteinas, em plantas previamente submetidas a falta de agua.
Em plantulas de milho, a defici@ncia hidrica causou alteracgoes

dos ribossomos da forma polimérica para a monomérica, tendo ini




cio cerca de 30 minutos apds a aplicagfo da deficiéncia de agua,
quando o decréscimo do potencial da agua pode ser medido (HSIAO,
1970). A diminuigao do ccgteﬁdo de poliribossomos em tecidos de
folhas em resposta a dessecagao, foi observada por MORILLA et af.
(1973), RHODES e MATSUDA (1976) e BARLOW ¢t af.(1977).

Resultados de DHINDSA e CLELAND (1975) mostraram, em
coleoptile de aveia, que a deficiéncia de agua induziu altera -
¢O0es qualitativas no tipo dé proteina produzida e uma redugio
quantitativa na taxa de incorporagdo de leucina em proteina,

A atividade de algumas enzimas, como a Redutase de Ni
trato, foi diminuida com a desidratag@o do tecido causada pela
diminuigao da quantidade de agua disponivel (MATTAS e PAULI .
1965; HUFFAKER et af.,1970; PLAUT, 1973 e 1974; SHANER e BOYER,
1976) . TODD (1972) verificou, que das 25 enzimas estudadas, as
mais afetadas pela falta d'agua foram a Redutase de Nitrato e a
Fenilalanina Amonia Liase. Observou também, que com a redugdo
do potencial da agua, a atividade de algumas enzimas como a Ri-
bonuclease e a Amilase, tendem a aumentar no tecido.

As interagdes entre a fotossintese e a falta de agua

foram discutidas em revisdes publicadas por VAADIA ef af.(1961)



e VAADIA e WAISEL (1967). Esses autores concluiram que, quando
a radiagdo ndo & limitante, a fotossintese decresce com a dimi
nuigao da diSponibilidade.&e agua para a planta., A fotossinte-
se pode ser afetada por alteragOes verificadas na atividade
dos cloroplastos, ou devido aos efeitos sobre o comportamento
estomatico (BOYER e MCPHERSON, 1975; BOYER, 1976). Com a impo-
sigado da deficiencia hidrica a fotossintese diminui, como resul
tado do fechamento dos estdmatos (TROUGHTON, 1969; BEADLE et al.,,
1973; MEDERSKI et af,,1975; BEGG e TURNER, 1976; O'TOOLE et af,,
1977: SILVIUS et af,,1977). A limitagio do suprimento de agua
inibe também o transporte de elétrons e a fotofosforilacio em
cloroplastos isolados (BOYER e BOWEN, 1970; POTTER e BOYER,1873;
KECK e BOYER, 1974) e a atividade de certas enzimas fotossintéti
cas (JONES, 1973; PLAUT, 1971; JOHNSON ef af,,1977).

Foi demonstrado por SCHNEIDER e CHILDERS (1941), up-
CHURCH et af,(1955), BRIX {(1962) e KAUL (1966) o aumento da res-
piragao no inicio do periodo de interrupgdao do fornecimento de
agua para a planta, que decresceu posteriormente, quando a des-
secagdo tornou-se mais acentuada. Varios autores verificaram que

baixos potenciais da agua reduziram a respiragdo (FLOWERS e HAN~-



SON, 1969; BOYER, 1970; BELL ef a£,,1971; MILLER et af.,1971
KOEPPE et af.,1973; LUDLOW e NG, 1976), enquanto outros autores
mostraram, que a respirsggo nao foi afetada em potenciais de -
crescentes da agua nas células (LAWLOR e FOCK, 1978).

A deficiéncia hidrica acarreta diversas alteragdes fi
siolégiéas na planta tais.como, inibigdo da fotorrespiragio (BO
YER, 1971; LAWLOR, 1976), aclmulo de prolina (BARNETT e NAYLOR,
1966; ROUTLEY, 1966; SINGH ef af,,1973a e 1973b; WALDREN e TEA~
RE, 1874; WALDREN el af, 1974; HANSON ef af,,1977; TYMMS e
GAFF, 1979) e aumento do teor de acido abscIsico (WRIGHT, 1969
e 1977; LOVEYS e KRIEDEMANN, 1973; ZABADAL, 1974; BEARDSELL e

COHEN, 1975; WALTON e% af,,1977).

2.2. Comportamento estomatico em condig@es de deficiencia hidri

Ca.

Os estomatos nao sao afetados pelas variacoes da dis-
ponibilidade hidrica até um valor limite do potencial da Aagua,
a partir do qual ocorre o fechamento (IISTIAQO, 1973 ; BEADLE el
al, 1973; FRANK et af, 1973; MCCREE, 1974; MILLAR e DENMEAD '

1976; WEST e GAFF, 1976, HSIAC e ACEVEDO, 1974; BEGG e TURNER ,



1976; CUTLER e RAINS, 1977, KLAR ef af.,1978; CARLSON et af,, ,
1979). Entretanto, o valor limite do potencial da igua para o
fechamento dos estomatos véria entre as espécies de plantas e a
posigao da folha na copa (TUHNER, 1974; MCCREE, 1974; MILLAR e
DENMEAD, 1976; BEADLE et af,,1978), estadio de desenvolvimento
(FRANK et af.,1973), niumeros de periodos de falta de agua(BROWN
el af, ,1976; CUTLER e RAINS, 1977), grau de ajustamento do po -
tencial osmdtico (BEADLE et af. 1978:; TURNER et al..1978)  ou
ainda se as plantas foram crescidas em ambiente controlado ou
no campc (JORDAN e RITCHIE, 1971; MCCREE, 1974; LUDLOW e NG
1976, DAVIES, 1977). Foram observados tambem, diferengas quanto
a regulacdo estomatica a perda d'agua durante as fases de cres-
cimento vegetativo e reprodutivo em plantas de sorgo e milho
{ACKERSON e KRIEG, 13877).

0 mecanismo para o fechamento dos estomatos, induzido
pela falta de agua, esta relacionado com a perda de solutos das
células guarda, principalmente potassio. Como resultado, a dife
rencga da turgescéncia entre as celulas guarda e as celulas sub-
sidiarias decresce, ocasionando o fechamente dos estomatos

(EHRET e BOYER, 1979).



BLUM (1974) mostrou diferenca na acdo estomatica, em
14 gendtipos de sorgo cultivados em condigdes de campo, subme-
tidos a deficiencias creseentes em agua no solo. HENZELL et al.
(1975) encontraram, em 23 gendtipos de sorgo, uma acentuada va
riagdo na suscetibilidade dos estomatos a falta de &gua no so-
1o. A condutancia estom&tica das folhas dos cultivares 'Alpha’
e 'Shallu', decresceu rapidamente com a diminuicdo do poten -
cial da agua ao passo gque, em °'I1.5. 1598%' e *M35-1° o declinio
desta condutiancia ocorreu mais lentamente (HENZELL et a£,1976).

ROARK e QUISENBERRY (1977) observaram em duas linha-
gens de algodio, a existéncia de um componente ambiental e ge-
netico da resisténcia difusiva. A alta resisténcia foliar foi
completamente dominante em relacdo a baixa resistencia. KLAR
et af_ (1978) observaram em populacdes de capim colonido, dife-
rengas significativas do comportamento estomatico em plantas

submetidas a ausencia de agua.

2.3, Lfeito da deficiencia hidrica sobre a atividade da Redu-
tase de Nitrato.
A enzima Redutase de Nitrato e sensivel as varia =~

¢Ses do teor de Agua na planta e € inibida quando o potencial



da planta diminui abaixo de um determinado limite. HUFFAKER o~
af.(1970) correlacionaram & atividade da Redutase de Nitrato
com o potencial da agua da folha e observaram que os dois pari-
metros foram diretamente relacionados, sugerindo que a Redutase
de Nitrato pode ser um indicador do estado de energia da  agua
no tecido. Os mesmos autores concluiram que a Redutase de Nitra
to foi mais sensivel 3 deficiencia hidrica que outras enzimas
como a Redutase de Nitrita,-Fnsforibulequinase. Fosfoenol Piru-
vato Carboxilase e Ribulose 1,5 Difosfato Carboxilase, HEUER et
af ,(1979) verificaram que a Redutase de Nitrato, foi mais sensi
vel que a Redutase de Nitrito aos diferentes tratamentos de de-
ficiencia hidrica.

PLAUT (1974) observou em pléntulas de trigo, uma que
da da atividade enzimatica associada com a diminuicgio do conteg
do relativo de agua nas folhas, e mostrou também, a recuperagao
da atividade da Redutase de Nitrato depois da remogdo da limita
¢ao hidrica.

A variagao diaria do conteliido relativo de agua e da
atividade da Redutase de Nitrato, feram observadas em plantas

de trigo, sob condigdes Otimas de disponibilidade de agua e au-




sencia da mesma. A atividade da Redutase de Nitrato foi  menor
em plantas submetidas 2 deficieéncia hidrica, comparadas com =as
plantas sob condigOes Stiﬁas £, em ambos o5 tratamentos, a enzi
ma apresentou um comportamento ritmico (RAJAGOPAL et af.1972).

Em plantas de soja, comparando-se o efeito de diferen
tes niveis de disponibilidade de agua sobre a atividade da Redu
tase de Nitrato e a resistencia estomatica, foi observado que a
atividade enzimatica decreséeu quando o potencial da agua atin-
giu valores abaixo de -8bars, ocorrendo o fechamento dos estdma
tos em valores de potencial inferiores a -16bars (RADHAMOHANRAO
et al,, 1977).,

A atividade da Redutase de Nitrato em plantas de al-
goddo, foi dependente do nivel de deficiéncia hidrica (ACKERSON
et af, 1977).

Nos cultivares de arroz com diferentes graus de resis
tencia a seca, a Redutase de Nitrato apresentou atividade varié
vel com a diminuicdo da quantidade de agua disponivel as plan -
tas., A atividade enzimatica do cultivar resistente, 'TKM-1',de-
cresceu lentamente, enguanto que, do cultivar 'IS' o declinio

ocorreu rapidamente (MALI e MEHTA, 1877).



Em plantulas de milho ou trigo, o acimulo de nitrato
foi relacionado com a diminuig@o da atividade da Redutase de M
trato em condigdes de deficiéncia hidrica (MATTAS e PAULI,1965;
MARANVILLE e PAULSEN, 1872},

O decréscimo da atividade da Redutase de Nitrato que
ocorre em condigdes de falta d'agua, parece associado a um dese
quilibrio entre as taxas de sintese e degradacio da enzima {BAR
DZIK, 1971). MORILLA e a£»(1973) conclufram que a inibigao da
atividade, foi devido a diminuicfo da sintese da enzima. SHANER
e BOYER (1976) observaram que a atividade da Redutase de Nitra-
to em condigOes de falta de agua, foi controlada pelo fluxo de

nitrato que, por sua vez, regula a taxa de sintese da enzima.

2.4, Comportamento estomﬁticé ¢ Redutase de Nitrato em plantas
de café,

A quantidade de agua transpirada pelo cafeeiro(Coffea

arabica L), de acordo com os resultados de NUTMANN (1941), &

de 20,7mg/dm2/min, um valor muito proximo ao encontrado por

FRANCO e INFORZATO (1950) que foi de 17,6mg/&m2/min. A quanti-

Jdade de agua transpirada pelo cafeeiro foi de 6,29g/dm2/dia



(FRANCO e INFORZATO, 1950). Este valor entretanto, e grandemen-
te variavel com as condicSes ambientais e sazonais.

Em Tanzania, NUTMAN (1937) observou que os estomatos
de café durante os dias encobertos ou sob sombra, permaneciam
abertos o dia todo, e em dias de pienc sol existia um fechamen-
to parcial. Resultados semelhantes também foram obtidos por
FRANCO {(1938) em Sao Paulo, ALVIM e HAVIS (1954) em Turrialba,

MAESTRI e VIEIRA (1958) observaram no cultivar Bour -
bon,que durante os periodos secos, os estomatos permaneceram fe-
chados durante o dia todo, com exceg#o de um curto periodo pela
manha, quando foram cbservados estomatos semiwabertos; este com
portamento foi atribufdo i deficiéncia de &gua nas folhas.

VIEIRA DA SILVA et atf,. ({1960) verificaram que a trans-
piracdao, medida pelo método do papel de cloreto de cobalto, foi
inversamente proporcional a hidratag&o das folhas, avaliada pe-
la turgescencia relativa.

BRAVO e FERNANDEZ (1964) observaram maxima  abertura
dos estomatos quando a umidade do solo foi acima de 70% de agua
disponivel, Com o declinio do teor de agua no solo, ocorreu a

diminuigdo da abertura estomatica.



Usando a tecnica de infiltracdo foliar com a mistura
de isopropanol e agua, WORMER (1965) encontrvou uma alta correls
¢ao entre a quantidade de‘agua no solo e a abertura estomatica.

0 comportamentc estomatico de 8 selegoes de café, du-
rante um ciclo de deficieéncia hidrica, foi estudado por NUNES e
DUARTE (1969) e NUNES (1970 e 1974). O fechamento estomatico
constituiu o primeiro sinal indicativo de falta d'agua no solo,
detectavel antes que 50% de agua disponivel fosse consumida,

TESHA e KUMAR (1978) observaram em plantas de cafée
que a taxa da transpiragdoc foi reduzida com a falta de dgua. Es
ses autores verificaram tambeém, que as plantas que receberan ni
trogenio com adequado suprimento de ﬁgua. apresentaram maior ta
xa de transpiracgdo comparadas aqueias que nao receberam o nitro
génio adicional. Com a ausencia de agua, as plantas com supri -
mento adicional de nitrogenio apresentaram menor taxa de trans-
piracgao.

BREALY e CARVAJAL (1971) verificaram em folhas de ca-
fe, um aumento da atividade da enzima Redutase de Nitrato com
a crescente disponibilidade de nitrogénio para a planta.

0 efeito da deficiencia mineral sobre a atividade da



Redutase de Nitrato no cultivar Bourbon, foi estudado por CAVAL
LINI e CARVAJAL (1972) e CARVAJAL e CAVALLINI (1978). A menor
atividade da Redutase de &itrato em relagao ac controle, em plan
tas deficientes em nitrogénio, potassio, fosforo, calcio, magné-
sio ou enxofre foi associada ao bloqueio da sintese da enzima |,
causado pela influencia direta ou indireta destes elementos.
FALEIROS et af.(1975) observaram em mudas de Mundo No
vo cultivadas a meia sombra, maior atividade da Redutase de Ni-
trato que as cultivadas a pleno sol. A adubacdo nitrica determi-
nou maior atividade da Redutase de Nitrato que a forma amoniacal,

tanto a pleno sol quanto a meia sombra.



'3, MATERIAL E METODO

3.1. Material Vegetal

As plantas de café (Coffea arabica L,) abaixo mencio
nadas, foram obtidas na Seg¢io de Genetica do Instituto Agrond~
mico, Campinas, S.Paulo. Os diversos materiais vegetais estu =~
dados foram escolhidos em fungdo do prévio conhecimento de
suas diferengas quanto ao crescimento e producao.,

Os cultivares utilizados foram os seguintes:
*Nacional' - cafeeiros derivados de Coff{ea arabica L. arabdica,

se caracteriza por apresentar porte meédio, 2 a 3
netros de altura, ramos laterais primarios leve =
mente pendentes, ramos secundarics e terciarios
nao muito abundantes. As folhas novas no geral sao
bronzeadas e as folhas desenvolvidas siao levemente
coriaceas, com lamina e margem pouco onduladas,an-

gulo de base pequeno e domacias de tamanho médio .
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As flores apresentam corola branca, sac bilocula-
res ou, as vezes triloculares, calice rudimsntar
denticulado; Os frutos sdo oval eliticoes, lisos ,
brilhantes, mesocarpo carnoso, endocarpo fibroso
(pergaminho) . Sementes piano convexos, de colora-
¢do esverdeada. Por ser a variedade mais antiga no
Brasil, foi considerada em Campinas como tipo pa-
drio nos estudos de taxonomia e genética (KRUG et
atl, ,1939).

'*Angustifolia’~ caracterizada por possuir folhas acentuadamente
estreitas e afiladas em ambas extremidades. As
nervuras as vezes sao bem salientes e as doma -~
cias menos numerosas e menores do que da varieda
de arabica., Algumas plantas se apresentam com
porte semelhante ac desta variedade e sdo unicau
les; outras atingem altura menor e sac multicau-
les., No geral, o vigor vegetativo de Angustifo -
lia & reduzido e a producido & escassa, As flores
e sementes sdo semelhantes aos da variedade ara-

bica (KRUG et al,,1955).Vdrios fatores genéticos



'‘Maragogipe!

*Mundo Novo!

-y

sao responsaveis para o fendotipo Angustifolia
(KRUG, 1949; KRUG et af., 1955).

mutagcao dominante da variedade arabica (KRUG e
CARVALIIO, 1942), ocorrida no Estado da Bahia.
Plantas mais altas e vigorosas que arabdica, in-
ternddios longos e folhas, flores e frutos maio
res que na variedade anabica (KRUG et af.,1973).
Produzem pouco, pois a ramificagado primaria e
secundaria € mais reduzida e o numero de flores
por axila foliar € muito inferior ac arabica
(CARVALIIO, 1939).

cultivar brasileiro resultante de um cruzamento
natural entre 'Bourbon' x 'Sumatra' (CARVALIO
et af,, 1952). Sao mais produtivas, de maior vi
gor vegetative, de maior porte, avaliado pela
altura ¢ diametro; com scumentes de maior peso ¢
maior diametre, quando comparadas #s progenies
dos cultivares de Tipica, Bourbon Amarclo, Bour
bon Vermelho, Caturra Amarelo, Caturra Vermelho

e Sumatra (CARVALHO et af,,1961 e 1964; MONACO




et al, ,1965).

"Catuai' -  obtido na Segdc de Genetica do Instituto Agrond
mico de Caﬁpinas a partir da hibridagao entre o
Caturra e o Mundo Novo, vem~-se mostrando de in-
teresse econdmico para as regides cafeeiras nao
somente pelo porte pequeno, mas também pela pro
dutividade, pelo vigor vegetativo e pela preco-
cidade (CARVALHO e MONACO, 1972).

As plantas, com cerca de um ano de idade, foram trans
plantadas para vasos plasticos contendo aproximadamente 3 kg de
sclo do tipo terra-roxa misturada e mantidos em casa de vegeta-
cao.

Vinte e quatro horas antes do inicio de cada experi -
mento, oito plantas de cada variedade foram transferidas da ca-
sa da vegetagdo para a camara de crescimento com ambiente con -
trolado , regulado para a temperatura de 28%C durante ¢ dia e
20°C 3 noite e 12 horas de fotoperiodo.

A camara de crescimento utilizada, marca 'Conviron' ,
modelo LEF-7, de 0,7 mz de area util, possui controle de tempera

tura por termostato e condensador refrigerado a ar, com compres




sor de desvio continuo de gas quente e remogio do ar do siste-
ma realizade por meio de filtros com circulagl@o vertical, A
iluminagao foi fornecida ﬁor meio de 8 lampadas fluorescentes
VHO de 80 watts cada uma e quatro incandescenées de 25 watts
permitindo uma ilumindncia nominal equivalente a 18000 lux, a
uma distancia de aproximadamente 30 cm. A radiacdo total obti-
da foi de 0,22 cal.cu” 2,min"1,

3.2. Determinagao da atividade da Redutase de Nitrato in vivo

A atividade da enzima Redutase de Nitrato 4in vive foi
determinada pelo método descrito por KLEPPER et af,(1971) e mo-
dificado por HARPER e HAGEMAN (1972).

As folhas foram cortadas com um furador de rolhas ma-
nual, em discos de aproximadamente 10 mm de diametro. O tecido
foi pesado (0,2 g} e em sepguida, transferido para frascos de
vidro contendo 5 nl de solugdo denominada de meio de incubacio,
constituida por 0,1 M de fosfato de potassio, pll 7,5, 0,2 M de
nitrato de potassio. Em cada frasco foi colocado um suporte des
tinado a manter.o tecido imerso no meic de incubagio. As amos -

tras de tecido foram colocadas num dessecador a vacuo, por 2 mi




nutos. O ar foi rapidamente reintroduzido e o procedimento repe
tido, 05 discos de folhas foram em seguida, transferidos para

um banho-maria agitador e incubados por 1 hora é 30°C no escuro.
Dentro de um intervalo de tempo variavel entre 15 minutos e 1 ho
ra, aliquotas de 0,2 ml foram retiradas para a determinagao da
concentragido do nitrito formado pela reagdo. Em cada aliquota fo
ram adicionados 2 ml de reagente constituido por N-2-naftil eti
leno diamino di HC1 0,02 % e sulfanilamida 1 % em HC1 1,5 N(v/v}.
As absorbancias foram determinadas a 540 nm, em espectrofotOme -
tro. A atividade da Redutase de Nitrato foi expressa em Jumoles
de nitrito formado por grama de peso fresco por hora ou, em umo-
les de nitrito formado por grama de peso seco por hora, conforme
o experimento,

As condigdes para a determinagdo da atividade enzimati
ca foram padronizadas para tecidos de folhas de café, visando oti
mizar a técnica quanto 3 concentragao de nitrato e de propanol
no meio de incubagdo, tempo decorridc para a retirada de aliquo-
tas e temperatura de incubagio. Foram verificados também, o efei
to do pil, tipo de tampio e tempo de exposigac & luz previamente

a retirada das amostras. Todas as determinacoes foram feitas com



tres repetigles para cada tratamento.

3.3. Medida da resisténcid a difusdo do vapor d'agua nas folhas.
Os valores da resisténcia a difusio do vapor d'Agua
nas folhas foram calculados pela formula de GAASTRA (1959), a
partir de medidas simultaneas da taxa de transpiracgso, temperatu
ra da folha e do ar circundante, e concentragio do vapor d'agua
da atmosfera da camara de crescimento,
A equagdo empregada foi:

T = Cf - Ca

R

onde:

T = taxa da transpiracio, em gﬁzﬁcmazs“l

Cf = concentragido do vapor d'agua da atmosfera interna da folha

em gH20cm“3

Ca = concentragdo do vapor d'agua do ar ambiente adjacente & fo

l1ha, enm gHEOcm“S

. - N ™ . o - ...1
R = resistencia a difusao do vapor d'agua, em scm

A transpiragado foi determinada pelo meétodo de pesagens

de vasos (FRANCO e MAGALHAES, 1965). Imediatamente antes da pesa




gem inicial do conjunto vaso-solo-planta, os vasos de plastiro
contendo as plantas foram envolvidos com sacos de polietileno
a fim de evitar a evaporac¢ao pela superffcie exposta do solo
e, assim, assegurar que toda perda de peso foi devida somente
a transpiracao. A primeira pesagem foi feita decorridos 4 a 5§
horas de iluminacgao e a segunda pesagem foi feita 6 horas apds
a primeira. Ap0s a determinacdo da transpiragdo, a area foliar
foi estimada a partir de pesagem dos recortes das projecoes

dos perimetros foliares em papel sulfite, comparando-se com o
pesc de uma area conhecida do mesmo papel. Os calculos da con-
centragao do vapor d'agua (Cf) foram feitos a partir dos valo-
res de umidade relativa e temperatura, utilizando~se a seguin-

te formula:

Cf = 288 x es
273 + ¢
onde:
Cf = concentracio do vapor d'agua da atmosfera interna da fo
lha em gH20cm‘3
es = tensao de saturagio de vapores a temperatura do ar (va-

lor tabelado)

t = temperatura foliar, enm °c.



Em experimentos preliminares, a temperatura foliar
foi medida na superficie inferior da folha, utilizando-se ter-
mopar e, concomitantemente, foi registrada a temperatura da c
mara de crescimento. Foli verificado que as diferengas entre os
valores nao foram significativas e, portanto, nos experimentos
posteriores foi considerada apenas a temperatura da camara. A
concentragao do vapor d'agua do ar ambiente adjacente & folha

(Ca) foi determinada pela expressdo:

Ca = 288 x ea
273 + t
UR x es
ea b1 et sttt
100
onde:
Ca = concentragioc do vapor d'agua do ar ambiente adjacente a

folha, em gHZOcm"S

ea = tensao atual de vapor, em mmilg

t = temperatura do ar em °¢

tensao de saturagao de vapores a temperatura do ar

es
UR = wumidade relativa
As medidas da umidade relativa foram feitas utilizan

do-se um termohigrometro, marca Airguide (Airguide Instrument



Company), previamente calibrado para a faixa de estudo.

3.4, Estimativa do potencial da agua da folha

Diferentes potenciais da agua da folha foram induzi -
dos pela interrupcao da irrigacgio das plantas por varios perio-
dos de tempo, e suas variagOes acompanhados através de determi-
nagoes do potencial da agua do xilema (¥). A avaliagao do poten
cial do xilema foi feita pela bomba de pressao de Scholander
PMS mod. 1000 (PMS Instrument Company).

A folha destacada foi imediatamente colocada na cima-
ra de pressao de maneira que o peciolo ficasse fixo na tampa e
o sistema vascular pudesse ser observado com o auxilio de uma
lente de aumento. A saida do gas nitrogénio através da tampa
foi impedida, envolvendo o peciclo com um segmento de borracha.
Foram aplicadas pressdes crescentes na folha, anotando-se a
pressao correspondente aos primeiros sinais de molhamento da
secgdo do peciolo devido a saida dos conteldo do xilema. Esta
pressdo, com sinal negativo, € equivalente a tensdo existente
no xilema, antes da retirada da folha. Os valores do potencial
do xilema, em folhas de café da a estimativa do potencial da

agua da folha, como mostrado por ANGELOCCI e MAGALHAES (1977).




3.5, Avaliagao do efeito da disponibilidade de Agua sobre a en-
zima Redutase de Nitrato e a Resistencia i difusio do va-
por d'agua.

Com a interrupgao da irrigagac das plantas foram obti
dos os diferentes valores de potenciais da dgua da folha. A mes
ma folha destinéda a determinagao da atividade da Redutase de
Nitrato foi usada para a medida do potencial da agua., A folha
apos destacada para a avaliagdo do potencial da agua, foi trans
ferida para um recipiente com gelo e no laboratdrio utilizada
para as determinagoes da atividade enzimatica. Diferentes lotes
de plantas foram utilizados para a determinagao dos valores da
resistencia a difusio do vapor d'agua. Na maioria dos casos, 0S
experimentos foram repetidos duas ou trés vezes com o objetivo
de assegurar a reprodutibilidade dos resultados. Os valores ob-
tidos foram representados graficamente e foram feitas as anali-
ses de regressao. O teste t foi aplicado para as comparagoes

dos coeficientes dec regressao das variedades estudadas.



4. RESULTADOS E DISCUSSRO

4.1, Padronizagdo do método para a determinagio da atividade

da Redutase de Nitrato

4,1.1. Definigao da idade da folha

0 efeito da idade fisioldgica do tecido na atividade
da Redutase de Nitrato ja foi demonstrado em diferentes espé-
cies de plantas (HARPER e HAGEMAN, 1972: BILAL € RAINS,1973;SR]
VASTAVA,1975). Assim, a fim de padronizar o ensaio da enzima Re
dutase de Nitrato em folhas de café, foi necessario, inicialmen
te, determinar a atividade enzimitica em diferentes fases do de
senvolvimento da folha. Cinco pares de folhas de diferentes
plantas foram marcados no estadio correspondente as folhas jo-
vens, de aspecto brilhante, tonalidade verde clara ou bronzea -

2. Este estadio

da, com area foliar de aproximadamente 2,5 cm
foi considerado como a fase inicial de expansao foliar (dia ze-

ro). A partir do inicio dos experimentos considerando as folhas
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mais jovens, outras folhas de diferentes idades foram retiradas
para a determinagdo da atividade enzimitica.

Os resultados exﬁressos na figura 1 mostram  padroes
de atividade em relagao a idade da folha em todas as variedades,
sendo que nas folhas mais jovens, dia zero, as atividades foram
sistematicamente mais baixas. Com o aumento da idade da folha ,
a atividade enzimatica cresceu até um determinado valor, a par-
tir do qual permaneceu constante. Foram detectadas diferengas
intervarietais com referéncia ao padriio de atividade enzimitica
durante o desenvolvimento foliar.

Em outro experimento, tecidos foliares de idades fi -
siologicas diversas, foram obtidos pela retirada de folhas loca
lizadas em diferentes posigbes em um unico ramo plagiotrépico ,
de plantas do cultivar Mundo Novo . Os pares foliares, em nﬁmg
ro de cinco, foram enumerados a partir do apice sendo que o 1%
par continha folhas ainda nao totalmente ecxpandidas. 0 2?9 par
correspondeu as folhas com 25 dias, como no experimento ante -
rior. Nos 39 e 4? pares as folhas se encontravam em estadio de
maturidade fisiologica, ¢ o 5% par com folhas em inicio de senes_

cencia. 0s resultados sumariados na figura 2, mostram atividades
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enzimaticas mais baixas nos 1° e 5% pares ¢ mais elevadas 1nos
tecidos de folhas dos 29, 3% e 4% pares de folhas. As variagocs
na atividade da Redutase dé Nitrato observadas nos pares folia-
res de diferentes idades podem ser resultantes das diferengas
na capacidade dos tecidos de sintese de proteina e fixagio do
COZ, KANNANGARA e WOOLHOUSE (1967) mostraram que em folhas de
Penifla, a capacidade para a sintese da Redutase de Nitrato foi
maior em folhas mais jovens e menor em folhas maduras e senes -
centes. Lstes autores sygeriram ainda que a sintese da enzima
parcce ser dependente da atividade fotossintética. WALLACE e
PATE (1965) verificaram que a quantidade de proteina existente

no tecido vegetal pode ser correlacionada com sua capacidade pa
ra a sintese de Redutase de Nitrato. JORDAN e HUFFAKER (1972)de
monstraram que a quantidade da Redutase de Nitrato presentes em
seccoes de folhas de cevada de diferentes idades fisioldgicas ,
esta relacionada com a quantidade de polirribossomos presentes.
Aqueles autores sugeriram que 03 produtos da fotossintese 530
necessarios para a indugao da atividade da Redutase de Nitrato.

Considerando~se que tecidos fisiologicamente ativos, com sufi -

ciente habilidade para a fixagdo do CO, e sintese de proteina ,



apresentam maior atividade da Redutase de Nitrato, decidiu - se
que o 3% par de folhas seria preferencialmente utilizado pare

os estudos posteriores.

4.1.2, Padrao de variagao da atividade da enzima na luz e no es
cCuro.

Todos os ensaios da enzima Redutase de Nitrato foram
conduzidos com plantas mantidas em condigoes de temperatura e re
gime de luminosidade constantes durante os periodos de ilumina -
¢ao e obscuridade. Devido a artificialidade das condigles, foi
julgado necessiario um estudo do andamento da atividade enzimati-
ca durante os periodos de luz e escuro. Foi convencionado como
zero hora de luz a amostragem feita imediatamente antes das lu -
zes se acenderem. A figura 3 apresenta os resultados obtidos pa-
ra o cultivar Mundo Novo. Nota-se um aumento na atividade da en-
zima logo apos o inicio do perfodo de iluminagdo. Esta intensifi
cacdo da atividade da Redutase de Nitrato, em resposta & radia ~-
¢ao luminosa, pode ter sido causada pelo aumento do fluxo de ni-
trato através do xilema em direcac &s folhas, que decorre da

transpiragao (SHANER ¢ BOYER, 1976). Por outro lado, sabe-se !
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que a redugdao do nitrato esta associada com o processo da oxida
gao dos carboidratos produzidos na fotossintese e relacionada
com a disponibilidade de NADH no citoplasma (KLEPPER et af.1971).
Apos 6 horas de iluminagdo observa-se uma queda na
atividade enzimatica, possivelmente devido a inibic¢io da Reduta-
se de Nitrato causada pelo acumulo de compostos intermedidrios
do metabolismo do nitrogénio. (BILAL e RAINS, 1973). 0 actmulo
de aminodcidos produzidos por um processo muito intenso de assi-
milagao podera provocar retroinibig¢do na atividade da  Redutase
de Nitrato (FILNER, 1966; STEWART, 1972; HEIMER e RIKLIS, 1979),.
No escuro, com a diminui¢@o da taxa de redugdo de nitrato, a ini
bigao poderia ser liberada em parte, causando um aumento tempo;é
rio da atividade enzimatica apds um periodo de obscuridade. A
energia necessaria para o processo de redugdo no escuro estaria
relacionada com a degradagao dos produtos fotossinteéticos arma -
zenados ¢ © consequente aumento da disponibilidade de NADH
para a reagao catalizada pela Redutase de Nitrato (ASLAM et af.,
1979). Em fungao dos resultados obtidos neste experimento, as

anostragens subsequentes foram sistematicamente feit§




dos 4 a 5 horas d¢ iluminacd@o, quando a enzima atingiu o maximo

de atividade.

4.2, Otimizagdo das condigOes para a determinagao da ativida

de enzimatica

4.2.1. Tempo de reagdao e concentragiao de nitrato no meio de in
cubagao.

Em folhas de café, a quantidade de nitrato reduzido
foi relacionada com a concentracao de nitrato presente no meio
de incubagaoc e também, com ¢ tempo de reag@o. A quantidade de
nitrato mais adequada para possibilitar atividade maxima da en-
zima Redutase de Nitrato foi determinada pela adigao de ni
trato de potassio ao tampao fosfato (0,1M, pH.7,5), em concen -
tracdes de 0,05M, 0,1M, 0,Z2M.e 0,4M., Aliquotas de 0,2ml, foram
retiradas em periodos de tempo de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minu
tos apos o inicio da reag@io. Pela figura 4 nota~se que existe
uma relagao linear entre a taxa de liberagio dos fons nitrito
no meio de incubagao, resultante da reagac do nitrato, e o tem-
po de reagdo comprendido entre 15 a 90 ou 120 minutos, em con -

centracdes de 0,05M e 0,1M, depéndendo do cultivar considerado
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para estudo. Para as concentraces de 0,2M e 0,4M nao foi obser
vada uma linearidade na velocidade de reacao, ¢ a taxa de redu-
¢io do nitrato foi mais baixa provavelmente devido a  inibigao
provocada pelo aumento da concentragdo salina no meio de reagio.
Lm fungiq dos resultados experimentais e objetivando a padroni-
zagdo das determinagoes, ficou estabelecida a uﬁilizagio da con
centragao de 0,1M de nitrato no meio de incubagdo e a retirada

de aliquotas 15 a 75 minutos apds o infcio da reacio, faixa em

que ocorre a linearidade da reagao.

4.,2,2. Efeito do pl

A influencia do pH do meio de incubag3o sobre a ativi
dade da Redutase de Nitrato foi estudada objetivando estabele -
cer condigGes Otimas para o ensalo enzimatico. Baseada em expe-
rimentos preliminares, a faixa de pH escolhida para estudo foi
de 6 a 9. O tampao fosfato foi preparado com K,HPO, ou KH, PO, ,
0,1M, e os pll acertados com HC1 1IN. A concentragao de nitrato
foi a de 0,1M e a temperatura do banho-mnaria foi de 30°C. Os va
lores expressos na figura 5 demonstram que, em todos os cultiva

res, a atividade da Redutase de Nitrato foi menor em valores
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mais baixos de pH. A variagao do pH do tampic de 6 para 7 foi
acompanhada de um aumento na atividade enzimatica, sendo mais
acentuada no cultivar Angﬁstifolia, onde o acrescimo foi de
70 %; nos demais cultivares o aumento ficou entre 20 % a 40 %.
Todos o©os cultivares apresentaram maior atividade da Redutase

de Nitrato em pH 8,0. Em pH 9,0, a atividade permaneceu cons -
tante nos cultivares Catuai, Nacional e Maragogipe, e houve di
minuigao nos cultivares Angustifolia e Mundo Novo. O pH 8,0

foi selecionado para as determinagdes enzimaticas posteriores.

4.2,3. Efeito de diferentes tampdes

Para se verificar a influencia da composigao do tam-
pac sobre a atividade da Redutase de Nitrato, foram utilizados
diferentes produtos, todos na concentragao 0,1M, cujos pKa's
se aproximassem de valores proximos a 8,0, a saber: Fosfato
(KZHP04), pKa = 7,2; Tris {tris hidroximetil amino metano) .

pKa = 8, Hepes (acido N-2~hidroximetil N 2 etano sulfonico) ,

tL

pKa 7,6: Borato (Na23407.10H20), pKa = 9,2,
Os resultados constantes na tabela I mostram ativida

des semelhantes nos tampoes Fosfato, Hepes e Tris, indicando



Tabelag I =~

Influéncia da composigdo do tampdo no meio de infil-
tragao para a determinacdo da atividade da enzima Re
dutase de Nitrato {n v{ivo em folhas de cafeeiro, do

cultivar Mundo Novo. Media de tres repeticoes.

TAMPOES

FOSFATO

TRIS

HEPES

BORATO

ATIVIDADES DA REDUTASE DE NITRATO

1 -1

pmoles NGEgpf h

1,48

1,45

1,49

0,14




que estes tampoes niao tem influéncia diferencial na determina-
gdo da atividade enzimatica., Com o tampdo Borato entretanto,
notou-se que a atividade eﬁzimética foi sensivelmente inibida,
apresentando valor aproximadamente dez vezes menor comparativa
mente aos demais tampoes incluidos no experimento. Para os es-

tudos posteriores foi utilizado o tampido fosfato.

4.,2.4. Efeito da temperaturé

Para o estudo do efeito da temperatura do meio de in
cubagio sobre a atividade da enzima foram utilizados diversos
banhos-maria regulades a 25, 30, 33 e 38°%C. Estas faixas de
temperatura foram utilizadas em funcao do conhecimento prévio
da temperatura Otima para o ensaio enzimatico determinadas pa-
ra outras espécies de plantas. Os resultados demonstrados na
fipgura 6, indicam que, para todos os cultivares estudados, a
atividade da Redutase de Nitrato foi menor em temperatura mais
baixa, aumentando a seguir e atingindo sua maxima atividade a
33°¢C. Com o aumento da temperatura ocorre, possivelmente, dena
turagdo térmica da proteina refletida na diminuigAo da ativida

de enzimatica.
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4.2.5. FEfeito de aditivos no meio de infiltragdo

A utilizagao de aditivos no meio de incubacio com o
objetivo de otimizar o ensaio da Redutase de Nitrato, foi estu
dada por JAWORSKI, 1971; RADIN, 1973; TINGEY et af.,1974; NI -
CHOLAS et af,,1976; JONES e SHEARD, 1977. Im geral, estes adi-
tivos aumentam a permeabilidade celular, facilitando a entrada
de nitrato para o tecido e a difusdo de nitrito para o meio de
incubacdo (JAWORSKI, 1671).

Foram testados os seguintes aditivos: propanol (0,1%
e 1% v/v), tween 20 (0,1 e 1% v/v), triton x 100 (0,1 e 1% v/v)
uréia (0,1M), uréia (0,I1M) + propanol (1% v/v). Comparativamen
te a atividade do tratamento controle, sem aditivo, verifica-se
pelos resultados constantes na tabela II, para o cultivar Mundo
Novo, que todos os aditivos acrescentados no meio de 1incubagao
nao tiveram efeito significativo no aumento da atividade enzimé

tica.

4,2.6, Efeito do potencial da agua da folha sobre a atividade
da Redutase de Nitrato.

A fim de verificar a influencia das condigdes impos -



Tabela 11 - Efeito de aditivos no meio de infiltracdo sobre a
atividade da Redutase de Nitrato em tecido de fo-
iha de café, cultivar Mundo Novo. Méedia de  tres

repetigoes.

ADITIVOS NO MEIO ATIVIDADE DA REDUTASE DE NITRATO

DE INFILTRAGAO jmoles NO}gpf“lh‘l

SEM ADITIVO 0,9
PROPANOL 0,1 % 1,0
PROPANOL 1 % 1,0
TWEEN 20 0,1 % 1,0
TWEEN 20 1% 0,92
TRITON X 100 0,1 % 1,0
TRITON X 100 1 % 0,85
UREIA 0, 1M 0,93

UREIA 0,1M + PROPANOL 1 3% 1,1




tas durante as determinacoes do potencial de pressao do xilema
pela utilizagao da bomba de Scholander foi realizado um experi
mento para determinar possiveis alteracSes na atividade da Redu
tase de Nitrato apos o tecido ter sido submetido a diferentes
pressdes externas com nitrogenio. Para tanto, as folhas de cafe
foram cortadas ao meio no sentido longitudinal; uma metade da
lamina foliar foi submetida a pressdes graduais durante 30 a 40
segundos de 15 ou 25 atm na bomba de Scholander e a outra, uti-
lizada como controle. As pressoes foram eliminadas em 5 segun -
dos, da maneira que o meétodo & normalmente utilizado e a ati -~
vidade enzimatica determinada imediatamente apos a retirada do
tecido da camara de pressao.

0s resultados na tabela II1 mostram que a pressidac ex-
terna de nitropenio na faixa de 15 a 20 atm nao afetou a ativi-
dade da enzima Redutase de Nitrato. Pressoes muito acima de 30
atm danificaram o tecido, e o conteudo celular extravasou para
o meio de incuhacio interferindo na reagiio colorimétrica do ni=-
trito. Toda vez que foi observada uma coloragac anormal nos tu-

bos de recacao, estes foram eliminados do ensaio.



Tabela IIl - Efeito do potencial de pressido sobre a atividade
da Redutase de Nitrato, in vivo, em folhas de ca
fé do cultivar Mundo Nove. Média de trés repeti

gaes.

TRATAMENTO ATIVIDADE DA REDUTASE DE NITRATO

¥ do controle

Tecido foliar nao subme

tido a pressao 100

Tecido foliar submetido

a 15 atm 96

Tecido foliar submetido

a 25 atm 110




4.3, Efeito da disponibilidade de d@gua para a planta sobre a
atividade da enzima Redutase de Nitrato e a Resist8ncia

4 difusdo do vapor.d'igua na folha,

4.3.1. Atividade da Redutase de Nitrato

4,3.1.1. Cultivar Nacional

As variagoes da atividade da enzima Redutase de Nitra
to em diferentes condigoes de disponibilidade de apua para a
planta no cultivar Nacional, s3o apresentadas na figura 7. No
intervalo de potenciais compreendido entre os valores de -10 a
=32 atm verifica-se um continuo decr&scimo da atividade da enzi
ma Redutase de Nitrato a medida que o potencial da Agua da fo -
lha diminui,

0 teste t, referente ao coeficiente de regressao, foi
altamente significativo ao nivel de 5 %. Existe portanto, no in
tervalo estudado, uma relagdo linear entre os valores dos poten
ciais da agua da folha e a atividade da Redutase de Nitrato.

0 decréscimo do potencial da agua de -12 atm para ~22

atm, ccasionou a queda da atividade da Redutase de Nitrato em
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41 %. Gradativamente, em deficiéncias crescentes de Agua, a re-
dugac do nitrato ficou prejudicada, atingindo uma diminuigao
equivalente a 84 % em -32 atm.

Para o cultivar Nacional, a eficiéncia de incorpora -
cdo do nitrogenio mineral nas folhas, avaliada pela atividade
da Redutase de Nitrato, foi reduzida pela metade quando a plan-

ta atingiu o potencial de -23 atn.

4.3.1.2. Cultivar Catuai

A curva representativa do efeito do potencial da agua
da folha sobre a ntividade da Redutase de Nitrato obtida  para
o cultivar Catuai, €& observada na figura 8. A reta de regressao
obtida para o cultivar Catuai apresenta uma inclinac¢ao menor do
que aquela observada para o cultivar Nacional, indicando que a
taxa de decréscimo foi menor. Assim, entre valores de potenciais
de ~12 atm a -22 atm, a reducao do nitrato dininuiu em 34 %. Con
di¢oes crescentes de falta d'agua para a planta induziram suces-
sivas quedas da atividade da Redutase de Nitrato, chegando a
atingir enm =30 atm, um decréscino de 64 4. No cultivar Catuai o

potencial que induziu uma queda de 50% na atividade enzimiatica

foi de «25,6 atm.
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4.3.1.3. Cultivar Maragogipe

O padrao de resposta do cultivar Maragogipe com rela-
¢io a atividade da Redutase de Nitrato em condi¢oes crescentes
de limitagdo hidrica no solo, foi semeihante ao ohservado para
05 cultivares Nacional e Catuai, como pode ser observado na fi-
gura 9. Existe um decréscimo significativo da atividade da Redu
tase de Nitrato como resultado da gradativa falta d'apua para a
planta.

Tomando-se como controle a atividade enzimitica no po
tencial de ~32 atm, verifica-se que a atividade da Redutase de
Nitrato sofreu um deciinio de 45 % em potencial de -22 atm. Em
condicoes mais cxtremas de falta d*agua para a planta, como -32
atm, o decréscimo foi equivalente a 90 %, No cultivar Maragogi-
pe, a redugao do nitrato diminui em 50 % quando o potencial da

agua da folha atingiu o valor correspondente a ~-22,6 atm.

4.3,1.4. Cultivar Mundo Novo
O comportamento do cultivar Mundo Nove no que se refe
re a atividade da Redutase de Nitrato, em condigdes de ﬁefici%g

cia hidrica, se assemclha ao cultivar Marapogipe, como pode ser



® MARAGOGIPE
o 80
- Y= 7,490+ 0,219X
< o R: 0,804
1]
o K=0,700
= 3.0
2 -~
w £
Fe) ':3
w 400
2 e ]
- g
o> 2
O @ 3.0L.
E o
a £
(o] 1 201
u S
o
<
e X0
> T
-
Py
1 ] 1 i I | t I T L4 Lo L
~6 -8 <10 12 -4 =16 I8 -20 -22 -24 ~ae-as-ao-3z»§“-‘§e

Y {atm)
POTENCIAL DA AGUA

Fig. 9 - LEfeito do potencial da agua da folha sobre a atividade
da Redutase de Nitrato 4n vivo, do cultivar Maragopgipe.
Diferentes potenciais da dgua da folha obtidos pela in

terrupgdo da irrigacao das plantas.

FORMATO = A4 ZI0x287 mm  MADE 1N BRAZY, B



ATIVIDADE DA REDUTASE DE NITRATO

® MUNDO NOVO

7.01..
Y702+ 0,800X%
@ R*0,72
0,82
80.. %

YO N T T I O A T T e N -
-8 -8 -0 -i12 -i4 -ig¢ -8 -R0 -22 -24 -2€ 28 ~-~30

Y {atm)
POTENCIAL DA AGUA

Fig. 10 = Efeito do potencial da agua da folha sobre a atividade

da Redutase de Nitrato £{n vive, do cultivar Mundo Novo.
Diferentes potenciais da dgua da folha obtidos pela in

terrupgao da irrigacdoc das plantas.

FOREATE » A4 1993390 e

MRADE @ BRATY



verificado na figura 10. Com a diminuigio do potencial da agua
de -12 para -22 atm, a atividade da Redutase de Nitrato decres
ceu 46 %, A atividade da Redutase de Nitrato foi sensivelmente
prejudicada com o aumento da deficiéncia hidrica, alcancando a
-29 atm um deciinio de 83 %. O potencial, no qual a atividade

da Redutase de Nitrato ficou reduzida pela metade, foi de ~20

atm.

4.3.1.5. Cultivar Angustifolia
A curva de resposta do cultivar Angustifolia pode

ser verificada na figura 11. Comparada com o potencial de =-12
atm, nota-se que a atividade da Redutase de Nitrato diminuiu
em 59 % em potencial de -22 atm. Redugdes do potencial da agua
da planta, corresponderam decréscimos da atividade da Redutase
de Nitrato atingindo uma diminuicao de 84 %, quando o potencial
da agua foi de -26 atm. No cultivar Angustifolia, a diminuicio
en 50 %5 do processo de incorporacao do nitrogenio mineral foi
verificade em potenciais mais altos que nas demais variedades

ou seia, ~19,5 atm,
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No estudo comparativo entre 05 diferentes cultivares
observa-se, que a atividade da Redutase de Nitrato en folhas
de café, sob condicoes de .laboratdrio, responde as variacoes
de falta d'agua no solo, podendo-se constituir em um parametro
indicativo na avaliagfio do efeito da deficiéncia de Agua sobre
o comportamento fisiologico da planta.

A suscetibilidade da enzima Redutase de Nitrato a
falta d'agua foi observada por virios autores (MATTAS e PAULI,
1965; HUFFAKER ef af, ,1970; BARDZIK et af,,1971; MARANVILLE e
PAULSEN, 1972; MORILLA et af.,1973; PLAUT, 1973 e 1974; SHANER
e BOYER, 1976).

MATTAS ¢ PAULI (1965) notaram em plintulas de milho,
que a atividade da Redutase de Nitrato decresceu rapidamente ,
antes mesmo dos sintomas de falta d’agua tornarem-se evidentes.
HUFFAKER et af .(1970) observaram que em plantulas de cevada a
atividade da Redutase de Nitrato diminuiu a medida que o poten
cial da agua decresceu. BARDZIK et af.(1971) e MARANVILLE e
PAULSE& (1972) encontraram uma diminuicio da atividade da Redu
tase de Nitrato em plantulas de milho, quando o contetido rela-
tivo de agua na folha foi reduzido de 10 a 20 %. MORILLA et af.

(1973) observaram em plantulas de milho uma reducdo na ativida-



de da Redutase de Nitrato com o declinio do potencial da Aagua
da folha além de -2bars sendo 25% do contrdle quando o potencial
foi de -13bars. Em plﬁntulés de trigo ocorreu um decréscimo sig
nificativo da atividade da Redutase de Nitrato quando o contel-
do relagivo de ﬁguh foi reduzido em cerca de 7 % (PLAUT, 1973 e
1974).

0 decrescimo da atividade da Redutase de.Nitrato em
condigbes de falta d'agua pode ser devido a redugio na taxa de
sintese da cnzima ou a uma intensificacgio na taxa de degradacio,
resultando um novo equilibrio entre os dois processos (BARDZIK,
1971). MORILLA et al»(1973) relacionaram o declinio da ativida-
de da Redutase de Nitrato em condig¢oes de deficiencia hidrica ,
com a diminuicdo da taxa de sintese da enzima. SHANER e BOYER
{1976} conclufiram que em baixos potenciais de dgua, a inibicgéo
da Redutase de Nitrato foi resultado da diminuicido do fluxo de
nitrato para as folhas na corrente transpiratoria.

A comparacao dos coeficientes de regressio obtidos pe
lo teste t para a analise das diferencas cntre os cultivarcs
quanto a atividade da Redutasc de Nitrato sob condigoes de defi

cieéncia hidrica, pode ser observada na tabela IV. Os resultados



Tabela IV - Comparagao entre os coeficientes de regressio das
curvas de respostas da atividade da Redutase de

Nitrato sob condicdes de deficiéncia hidrica.

VARIEDADE VALOR DE t

Catual vs Angustifolia 0,62 { N.S )
Catuai vs Mundo Novo 0,15 { N.5 )
Catual vs Maragogipe 0,3 ( N.S )
Catual vs Nacional 2,12 { * )
Angustifolia vs Mundo Novo 0,59 { N.5 )
Angustifolia vs Maragogipe 0,47 ( N.5 )
Angustifolia vs Nacional 1,31 { N.S )}
Mundo Novo vs Maragogipe 0,19 { N.S )
Mundo Novo vs Nacional 2,02 { N.S )
Maragogipe vs Nacional 1,78 { H.S )

( * ) Significativo ac nivel de 5 %

( N.5 ) Nao significativo



indicam, diferencas significativas ao nivel de 5 % entre 08
cultivares Nacional e Catuai. Para os outros cultivares as di-
ferencas niao sao significﬁtivas.

No presente trabalho, a atividade da enzima Redutase
de Nitrato em resposta as variagdes da disponibilidade de agua
para a planta, permitiu a discriminagao de dois cultivares.Tra
balhos em condigdes de campo poderao ser realizados visando es
tabelecer o método como um critério adicional na selegao de
plantas melhor adaptadas a condigSes extremas de falta d'agua.
Aliado ao comportamento fisiologico, estes estudos deverio en-

. - -t - - .
volver a analise genetica das caracteristicas.

4.3.2. Resistencia a difusdo do vapor d'agua

A regulagio estomitica a perda d'agua, observada pe-
lo aumento da resistencia foliar a difusiio do vapor d'agua em
resposta ao decréscimo do potencial da agua na planta, fol evi

dente em tados os cultivares de cafe estudados.




4.3.2.1. Cultivar Nacional

Nota-se, pela figura 12, o efeito da variagdo do po-
tencial da dgua da folha sobre a resisténcia & difusio do vapor
d'agua no cultivar Nacional. Os resultados analisados pelo tes-
te t indicaram que o coeficiente de regressao, ao nivel de 5 %,
foi diferente de zero havendo portanto, uma relagio do tipo 1li-
near entre o potencial da agua da folha e a resistencia difusi-
va no intervalo de potencial entre -10 a -32 atm. Existe uma
correlacdo negativa entre os valores de potenciais da agua na
folha e a resistencia difusiva; d medida que diminuiu o poten -
cial da agua, aumentou o valor da resistencia difusiva.

No presente trabalho, o maior valor do potencial da
agua estimado para este cultivar foi de -10atm, mesmo com total
disponibilidade de agua para a planta. Neste potencial, o valor
da resistencia difusiva foi equivalente 2 9,165cm-1, indicando
que mesmo em condicOes onde aparentemente nio existe limitaciao
hidrica nas raizes, a planta oferece resisténcia a perda d'dgua
pelas folhas como uma maneira de manter o equilibrio hidrico. A
variagdo do potencial da agua da folha de -12 para -2Zatm corres

pondcu um aumento da resisténcia difusiva equivalente a 127 %
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sugerindo um controle eficiente a perda d'agua, representado
principalmente pelos estdomatos. Em condigGes mais extremas de
falta d'agua para a pianta; como a =32atm de potencial de agua
na folha, o aumento da resistencia difusiva foi de 375 $%.

Para o cultivar Nacional, o valor da resisténcia di-
fusiva dobrou quando o potencial da agua da folha atingiu o va

lor de ~106atm.

4,3.2.2. Cultivar Catuai

No cultivar Catuai nota-se que o padrao de variacgao
da resistencia difusiva em resposta a diminuigio da disponibi-
lidade de agua para a planta, foi semelhante iquele 6bservado
para o cultivar Nacional (Figura 13). Existe um aumento signi~
ficativo dos valores da resisteéncia difusiva com a diminuicgio
dos potenciais dJda agua da folha, Com a diminuigio do potencial
da agua de -12atm para -22atm, foi observado um aumento de 284%
e a -24atm um acréscimo equivalente a 341 %, indicando que a
planta apresenta controles muito eficientes para a manutengao
do scu equilibrio hidrico. No cultivar Catuai, o potencial no

yual o valor da resisténcia a difusdo do vapor dfigua aumentou



solL CATUAI
Y=-18.256 - 2,162 X
a;«a.aa-s

80 Re D782
g
2
oy
-y 40
1%
(]
& 301
o 1
> £
<l w
= 20l
bl
N
sl
o

10}

Lt i i 1 i i i i i i . i i §
-7 =9 ~ ~i3 -3 -7 -i» -2 -23 -28 -27 -2% -3 -33

Y (atm)
POTENCIAL DA AGUA

Fig. 13 - Efeito do potencial da dgua da folha sobre a resisten-

cia 3 difusio do vapor d'agua, do cultivar Catuai. Di
‘ferentes potenciais da dgua da folha obtidos pela in-

terrupgdo da irrigacao das plantas.

LAEEA e - o wrion dm

sk B

Rty Foonat B

.



em 50 %, foi de -15,5atm.

4.5.2.3. Cultivar Maragogipe

No cultivar Maragogipe o controle estomatico & perda
d'agua, representado pela resisténcia difusiva das folhas,apre
sentou alteragdes sensiveis 3s variagdes do potencial da agua
como pode ser observado na figura 14. A relagido linear existen
te entre o potencial da agua da folha e a resisténcia difusi -
va, também foi verificada neste cultivar. A queda do potencial
da agua de ~1Zatm para =-22atm reéresenteu um acréscimo de 122%
no valor da resisteéncia difusiva. Com a diminuigao do poten -~
cial da agua para -35atm, o aumento da resisténcia difusiva cor
respondeu a 332 %. 0 valor da resisteéncia difusiva foi duplica

do, en potencial da agua ecquivalente a -18atm.

4,3,2.4, Cultivar Mundo Novo

O comportamento das folhas com respeito d difusiao do
vapor d'agua do cultivar Mundo Novo, em condi¢Ges de potenciais
decrescentes de agua, & apresentado na figura 15. Neste culti -

var, a curva de resposta da resistencia difusiva foi semelhante
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a0 observado para o cultivar Maragegipe. A variagdo do poten -
cial da agua de ~-l2atm para ~22atm provocou um acréscimo de
115 $ no valor da resistdncia difusiva. As diminuigGes gradati
vas dos potenciais da agua da folha corresponderam aumentos
dos valores da resisténcia 4 difus@o do vapor d'agua que a =35
atm chegou a 312 %, Para o cultivar Mundo Novo, o valor da re-
sisténcia difusiva dobrou, quando o potencial da agua atingiu

g valor correspondente a -19%atm.

4,3,2.5. Cultivar Angustifolia

Observa-se pela figura 16, a linearidade de respos -
ta apresentada pelo cultivar Angustifolia quanto ao parametro
resistencia difusiva foliar em deficiéncias crescentes de agua
na planta. 0 declinioc do potencial de -12atm para -22Zatm indu-
ziu um aumento da resistencia difusiva de 118 $, e com a dimi-
nuic¢ao para -25atm, o aumento foi de 518 %. O acrescimo em 50%
do valor da resistencia difusiva, foi verificado em potencial
equivalente a ~10,5atm.

Portanto, nos cultivares de cafe estudades, podem ser

observados respostas bastante evidentes dos estomatos com res -
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peito a regulagao da perda d'agua pela planta.

Numerosos estudos mostraram, em varias espécies de
plantas, que existe uma reiagéo entre a resistencia foliar 3
difusdo do vapor d'agua, principalmente representados pelos es
tamafos, e o potencial da agua da folha, Em geral, a abertura
estomatica ndo € muito afetada atd o potencial da agua atingir
um valor limite, a partir do qual ocorre uma subita alteragio
no comportamento dos estomatos, que iniciam um rapido processo
de fechamento em resposta a crescente restrigiao de Egua para a
planta (1IISIAG, 1973, BEGG e TURNER,1976). Entretanto, nos cul-
tivares de café estudados, o valor limite do potencial da
agua da folha correspondente & alteracido do comportamento dos
estomatos nao foi observado. E proviavel que & nfdo obtencio dos
valores limites como descrito em trabalhos com outras especies,
seja devido a diferengas na netodologia empregada para a esti-
mativa da resistencia a difusdo do vapor d'agua. No presente
trabalho, as resistencias difusivas foram determinadas a par -
tir dos valores da transpiragao em plantas individuais manti -
das em pote, enquanto que, em trabalhos de outros autores foi

utilizado o porometro de difusido. Por outro lado, a utilizagao



do porometro de difusdo, que e aplicado diretamente na lamina
foliar, pode induzir alterag¢des no comportamento estomatico de
vido a uma situagao artifiéial a que eles estariam submetidos,
causando assim, dificuldades para a obtencao de valores mais
representativos, como aqueles que julgamos que foram consegui-
dos através da metodologia empregada neste trabalho,

As diferengas no padrido de variagao do comportamento
estomatico em condigdes de deficiéncia hidrica sfo bem estabe-
lecidas em diferentes especies de plantas (TURNER, 1974: BEA -
DLE ef af,,1973), embora as comparacdes intervarietais se res-
trinjam a um pequecno namero de trabalhos (HENZELL et af,1975 e
1976; BLUM, 1974; CARLSON et al.,1979).

Nos cultivares de café estudados, a comparagio pelo
teste t entre os coeficientes de regressao das curvas de res -
posta da resisténcia a difusio do vapor d'dgua em déficits
crescentes de agua, pode ser observada na tabela V., Ao nivel de
5 %, nao foram verificadas diferencas significativas dos coefi-

cientes de regressao para todos os cultivares. O parametro re =

sisténcia a difusao do vapor d'agua no presente trabalho nio

discriminou os cultivares de café com relagilo @ variagdo da dis

ponibilidade de agua para a planta.

)



Tabela V - Comparagao entre os coeficientes de regressao das
curvas de resposta da resisteéncia a difusio do

vapor d'agua sob condigdes de deficiencia hidrica.

VARIEDADES VALOR DE t

Catuai vs Maragogipe 0,5 ( N.S )
Catual vs Nacional 1,25 { N.S )
Catuai vs Angustifolia 0,73 { N.S )
Catuai vs Mundo Novo 0,16 { N.S5 )
Angustifolia vs Mundo Novo 0,86 { N.5 )
Angustifolia vs Maragogipe 0,67 { N.5 )
Angustifolia vs Nacional 0,34 { N.S )
Mundo Novo vs Maragogipe 0,35 { N.S )
Mundo Novo vs Nacional 1,5 { N.S }
Maragogipe vs Nacional 1,3 { N.5 )

( N.S ) Nio significativo ao nivel de 5 .



5. CONCLUSAO

As melhores condigoOes para a determinacgio da ativida
de da Redutase de Nitrato {n vivo, em folhas de cafeeiro, sao:
0,1M de nitrato no meio de incubagdo constituido por tampao
fosfato, pH 8,0, temperatura de incubagido de 33°C e a retirada
de aliquotas apds 15 a 75 minutos do infcio da reagdo. Maxima
atividade enzimatica ocorre apés 4 a 5 horas de iluminagdo. As
folhas de café fisiologicamente maduras para a determinagio da
atividade enzimatica correspondem ao 3% par de folhas. Os adi-
tivos no meio de incubagao, ndo sdo efetivos no aumento da ati
vidade enzimatica.

LExiste uma linearidade de resposta da atividade da
Redutase de Nitrato em deficits crescentes de agua. As redu -
¢oes gradativas dJo potencial da agua da folha correspondem di-
minuigoes sucessivas da atividade enzimatica. A enzima Reduta-

se de Nitrato pode se constituir num parametro indicative do



efeito da deficiéncia de agua no solo sobre as plantas de ca -
fe.

A Redutase de Nitrato discriminou os cultivares Catu
al e Nacional em suas respostas a deficiéncia de agua no solo.

A medida do comportamento estomatico das folhas de
café, representado pela resistencia & difusfio do vapor d'agua,
¢ sensivel @s variagOes de disponibilidade de Agua no solo., De
créscimos dos potenciais da Sgua da folha sdo acompanhados pe-
los aumentos da resisténcia difusiva, indicando a existéencia
de um eficiente controle estomitico & perda d'agua para a many
tengao do balango hidrico da planta.

0 valor da resisténcia a difusiao do vapor d'agua nio

x - : + s -, . -
consiste um parametro discriminatorio das variedades de cafe,

em condigOes de deficiéncia hidrica.




6. RESUMO

O estudo para a avaliagdo do efeito da deficiéncia de
agua sobre a enzima Redutase de Nitrato e a resistencia a difu-
sdao do vapor d'agua foi realizado em cultivares de café (Cojffea
arabica L.), em condigoes controladas de ambiente. Os cultiva -
res utilizados foram os seguintes: Nacional, Catuai, Maragogipe,
Mundo Novo e Angustifolia. Durante os experimentos, as plantas
foram mantidas em camara de crescimento, regulada para a tempe-
ratura de 28°C durante o dia e 20°C & noite e 12 horas de foto~
periodo.

0 metodo de determinagido da atividade da Redutase de
Nitrato 4n vivo foi padronizado para tecido de folhas de cafeei
ro. As condigOes otimizadas para a determinagao da atividade en
zimatica foram: meio de incubagdo constituido por tampio fosfa
fe (0,1M), pif 8,0 e adigao de nitrato 0,1M; temperatura de incu

bacao de 33%. o tenpo de reagido foi de 60 minutos e o tecido



(discos de folhas) foi retirado preferencialmente do 39 par de
folhas a partir do apice, apbés 4 a 5 horas do inicio do perio-
do de iluminagao.

Diferentes potenciais da agua da folha foram induzi-
dos pela interrup¢ido da irrigagdo das plantas por virios perio
dos de tempo. A avaliagdo do potencial da agua foi feita pela
bomba de pressio de Scholander. Us valores da resistencia a
difusao do vapor d'agua nas folhas foram calculados pela fﬁrmg
la de GAASTRA (1959), a partir de medidas simultiancas da taxa
de transpiragao, temperatura da folha e do ar circundante, e
concentragio do vapor d'agua da atmosfera da camara de cresci-
mento,

Lxperimentos preliminares indicaram que a atividade
da Redutase de Nitrato ndo foi afetada pelo tratamento das fo-
lhas com pressoes crescentes na bomba de Scholander até 25atm.

A atividade da Redutase de Nitrato nos cultivares es
tudados, diminuiu com o decrescimo do potencial da dpua da fo-
lha, A varia¢iao do potencial da agua de -12 para ~22 atm, cor-
respondeu uma diminuigao da atividade da Redutase de Nitrato

]

cquivalentc a 34 % no cultivar Catuai, 41 % em Nacional, 45 %
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em Maragogipe, 46 % em Mundo Novo e 59 % cm Angustifolia.

A eficiéncia de incorporagdo do nitrogénio mineral
representada pela Redutase de Nitrato foi reduzida a4 metade em
potenciais de dgua semclhantes a -25,6atm cm Catuai, ~23atm en
Nacional, -22 atm em Maragogipe, -20 atm cm Mundo Novo e -19,5
atm en Angustifolia. Da comparacao dos cocficientes de regres-
sao da reta de regressdo obtida para a Redutase de Nitrato, re
ferente aos cultivares estudados, foram observadas diferengas
significativas entre os cultivares Nacional e Catuai.

A sensibilidade de resposta da enzima Redutase de Ni
trato as variag¢les de falta d'agua no solo sugere & sua utili-
zagdlo como parametro na avaliagdo do efcito da falta d'agua so
bre o comportamcnto fisiologico das plantas Qc cafeeiro.

0 comportamento estomatico avaliado pela resisténcia
a difusdo do vapor d'agua, foi suscetivel ao decréscimo do po-
tencial da agua na planta, Observou-se que a redugao do poten-
clal de ~1Zatm para -22atm fol acompanhada por um aumento da
resistencia difusiva equivalente a 284 $ no cultivar Catuai

0

127 % em Nacional, 122 % em Maragogipe, 118 % em Angustifolia

e 115 % em tundo KNovo.



A resisténcia a4 difusdo do vapor d'dgua foi duplica-
da quando o potencial da agua atingiu valores equivalentes a
-10,5atm em Angustifolia, -15,5atm em Catuai, -l6atm em Nacio-
nal, -18atm em Maragogipe e -19atm em Mundo Novo. Da compara -
gao dos coeficientes de regressio da reta de regressio obtida
para a resistencia & difusfo do vapor d'agua, nio foram obser-
vadas difergngas significativas entre os cultivares de cafe es

tudados.
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7. SUMMARY

The evaluation of the effect of water stress on nitra
te reductasce activity and leaf diffusive resistance was carried
out in Coffea arabica L. cultivars, grown in pots filled with
red podzolic soil, under controlled tenperature conditions of
28°¢/20°C, The select cultivars for study were:

Nacional, Catuai, Maragogipe, Mundo Novo and Angustifolia.

In the first phase of the work the method of determi-
nation of leaf nitrate reductase activity 4n vive was standardi
zed as follows:

a) incuhatio; medium containing 0,1 M phospﬁaté buffer, pil
8.0, 0,1 M potassium nitrate;

b} reaction time of 00 minutes;

¢} assay temperature 33%. Sampling of tissue was done using
rd

the 3— pair of leaves taken from a plagiotropic branch, 4 to 5

hours after begginning of the illumination period.



Leaf water potential was determined with the Scholan-
der’s pressurc bomh. Leaf diffusive resistance to water vapor
was calculated by the nethod of Gaastra (1959) through the simul
tancous measurement of transpiration rate, lecaf and air tempera-
ture and concentration of water vapour of the atmosphere surroun
ding the plants. Water deficits were imposed by witholding irri-
gation.

Preliminary experiments indicated that nitrate reduc -
tase activity was not aflfected when leaves were subjected to
pressures up to 25 atm in the Scholander's bomb.

In all cultivars, the activity of nitrate reductasc de
creased with decreasing leaf water potential in a statistically
significant linecar pattern. In the range of water potential bhe-

tween -12 and -22 atm nitrate reductase activity decreased 34 &%

[

in cv. Catual, 41 % in cv Nacional, 45 % in cv Maragogipe, 46

in cv Mundo Novo and 50 % in cv Angustifolia.

o

The ability of lecaves to reduce nitrate showed 50
decrease when leaf water potential reached -25,5 atm in cv Ca-
tuai, ~23 atm in cv Nacional, =22 atm in cv Maragogipe, -20 atm

in cv Mundo Novo and -19,5 atm in ecv Angustifolia. Significant



differences of the effect of water stress on the activity of ni
trate reductase werc observed between the cultivars Catuai and
Nacional, the former beinglmore tolerant to water deficits in
relation to nitrate reduction.

Decreasing leaf water potential between -12 and -22
atm caused a significant increase of leaf diffusive resistance
which reached 284 % in Catuai, 127 ¢ in Nacional, 122 % in Mara
gogipe, 118 % in Angustifolia and 115 % in Mundo Nové. The leaf
diffusive resistance was doubled when leaf water potential
reached ~10,5 atm in Angustifolia, -15,5 atm in Catuai, =~16atn
in Nacional, -18 atm in Maragogipe and -19 atm in Mundo Novo .
Statistical analyses of the effect of water deficits on leaf dif
fusive resistance revealed no significant Jdifferences among cul-
tivars,

Determination of the {n vive activity of nitrate re -
ductase in leaves indicated that the method may be utilized as
a suitable criterium for the evaluation of the effect of water

stress on the physiological behaviour of coffee plants.
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