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RESUMO

Foi estudado o efeito de niveis de luz e de nitrogénio na atividade
da enzima redutase de nitrato e nos teores de nitrato e de agucares nas fo-
Ihas de plantas jovens de café (Coffea arabica L.), assim como as possiveis
relagies entre a disponibilidade desses compostos e a atividade enzimética.
Foram utilizadas plantas de dez meses de idade cultivadas em vasos con-
tendo uma mistura de terra mais composto, e mantidas em condi¢des am-
bientais em pleno sol € em 50% da luz solar, Metade das plantas de cada
tratamento de luz foi suplementada semanalmente com nitrogénio. Os resul-
tados mostraram que a atividade da redutase de hitrato, nos dois tratamen-
tos de luz, foi maior nas plantas suplementadas com nitrogénio. Para um
mesmo nlvel de nitrogénio, as plantas cultivadas em pleno sol apresentaram
menor atividade da redutase de nitrato, maicres teores de nitrato e de ago-
cares e maiores taxas de transpiragio, do que as culivadas na sombra.
Tais resuitados indicam que a menor atividade da redutase de nitrato nas
plantas cultivadas em pleno sol aparentemente n#o foi devida a limitagdes na
disponibilidade de nitrato e de acglcares para fornecer a energia necessdria
para a redugao de nitrato.

Termos de Indexaglo: Coffea arabica L., redutase de nitrato, luz, nitrogénio, agticares.

ABSTRACT

NITRATE REDUCTION IN YOUNG COFFEE TREES GROWN UNDER
DIFFERENT LEVELS OF LIGHT AND NITROGEN

The effect of levels of light and nitrogen on the activity of the
enzyme nitrate reductase and its relationship with the availability of sugars and
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nitrate was studied in leaves of coffee plants (Coffea arabica L. cv. Catuaf).
Ten month old plants were grown on pots containing a mixture of soil and
compost, and were kept at full or 50% sunlight. Half of the plants of each light
reatment received nitrogen supply. The results showed that the activity of
nitrate reductase was higher on plants supplied with nitrogen at both light
reatments. For the same nitrogen level, plants grown under full sunlight
presented lower nitraie reduclase aclivity, higher nitrate and sugars concen-
trations, and higher transpiration rates than plants kept at 50% sunlight,
These results indicate that the lower nitrate reductase activity of plants grown
under full sunlight was apparently not due to limitations of available nitrate
and sugars to supply the energy necessary for nitrate reduction.

Index terms: Coffea arabica L., nitrate reductase, light, nitrogen, sugars.

1. INTRODUGAO

A luz e o nitrato sdo importantes fatores na indugdo e manutengdo da
atividade da enzima redutase de nitrato em tecidos vegetais. A redutase de ni-
trato € uma enzima induzivel pelo substrato (HAGEMAN & FLESHER, 1960;
BEEVERS & HAGEMAN, 1969), e acredita-se que a taxa de influxo de nitrato
para o sitio de indugdo seja um dos principais fatores no controle do nivel da en-
zima nos tecidos (JACKSON et al.,, 1973; NEYRA & HAGEMAN, 1975).

Uma das linhas de evidéncia sugere que o papel da luz na indugio da
atividade da redutase de nitrato estd relacionado diretamente com a fotossintese
ou com & produgédo de carboidratos para fornecer a energia necessaria a0 pro-
cesso de reducdo de nitrato (SRIVASTAVA, 1980). Outra linha de evidéncia suge-
re que o efeito da luz na atividade da redutase de nitrato seria através da modu-
lagdo da disponibitidade de nitrato para a enzima. Desse modo, a luz aumentaria
a absorgdo pelas raizes (BEEVERS et al., 1965) e o fluxo de nitrato para as fo-
lhas via comente transpiratdria (SHANER & BOYER, 1976), e também a permea-
bilidade de membrana, possibilitando o movimento de nitrato do vacdolo para o
sitio de agéo da enzima localizada no citoplasma (JONES & SHEARD, 1975;
ASLAM et al., 1976).

Vérios autores demonstraram que a atividade da redutase de nitrato,
nas folhas de numerosas espécies, apresenta flutuagbes didrias, com um pico
maéaximo ao redor do meio-dia, mas, de modo geral, aumenta durante as horas de
luz e decresce no escuro (HARPER & HAGEMAN, 1972; NICHOLAS et al., 1976;
LEWIS et al., 1982; LILO, 1983, 1984; HIPKIN et al., 1984). Em folhas de plantas
de café, ocorre exatamente o contraric. A atividade da redutase de nitrato decresce
durante as horas de luz e aumenta no escurc (CARELLI, 1987). As razées desse
comportamento atipico ainda nao foram determinadas.

A produgdo de mudas de café & feita sob telados ou ripados, ou seja,
em condigdes sombreadas. FALEIRQS et al. (1975) estudaram a nutrigao nitro-
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genada e o desenvolvimento de mudas de café em condigées sombreadas e em
pleno sol, constatando que as plantas cultivadas em 50% da luz solar apresenta-
ram maior atividade da redutase de nitrato.

Neste trabalho, procurou-se determinar o efeito de niveis de luz e de ni-
trogénio na atividade da reduiase de nitrato e nos teores de nitrato e aglcares
nas folhas de plantas de café, assim como as possiveis relagbes entre a disponi-
bilidade desses compostos e a atividade enzimética.

2. MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas — Sementes de café (Coffea arabica L.) culti-
var Catual Vermetho foram germinadas em areia grossa lavada em caixas de
polipropileno. Ao atingirem o estadio vegetativo correspondente a abertura das
folhas cotiledonares (“orelha-de-onga™), as plantulas foram transplantadas para
vasos de polipropiteno contendo cerca de dois litros de uma mistura de terra mais
composio, & mantidas em casa de vegetago em condigbes de sombreamentio
comespondente a 50% da luz solar, medido com um porémetro de equilibrio
dindmico {LI-COR, modelo LI-1600), munido de um sensor quéntico (L1-190-5-1),
Apds quatro meses do transplante, foi selecionado um lote de plantas com tama-
nho e desenvolvimente uniformes, Esse lote foi subdividido em quatro grupos de
vinte plantas, que foram colocados sobre dois vagonetes e mantidos em condi-
¢cbes ambientais, pondo-se sobre um deles uma tela de polipropileno com capaci-
dade para retengéo de 50% da iuz solar, Metade das plantas de cada tratamento
de luz passou a receber semanalmente 30ml de solugdo nutritiva completa
(SARRUGE, 1975) mais 5mM de (NH,),SO,, metade recebeu solugdo nutritiva
sem nitrogénio (SARRUGE, 1975). Os tratamentos, portanto, foram os seguintes:
(1) plantas cultivadas em pleno sol com suplementagio nitrogenada ( + N sol);
(2) plantas cultivadas em pleno sol sem suplementagao nitrogenada ( — N sol};
(3) plantas cultivadas na sombra com suplementagao nitrogenada ( + N sombra);
(4) plantas cultivadas na sombra sem suplementagao nitrogenada { — N sombral).

Quatro meses apos o inicio dos tratamentos de luz e de nitrogénio,
foram efetuadas as determinacgoes.

Andlises — A alividade da redutase de nitrato in vivo, com a adigao de
nitrato no meio de reacéo, foi analisada de acordo com o método descrite por
MEGURO & MAGALHAES (1982) e modificado por CARELLI (1987). O borbulha-
mento continuo de N, (para manter a anaerobiose) durante o periodo de incuba-
¢do das amostras provocou aumento médio de 30% na atividade enzimética das
folhas, comparado com o controle sem N,. Os teores de nitrato das folhas foram
determinados pelo método de GALLO & LOTT (1965) para folhas de café, utili-
zando-se como reagente o 4cido fenoldissulidnico. Os aglcares totais e redulores
foram avaliados usando-se 0 método de Somogyi (NELSON, 1944). O teor de
sacarose foi calculado pela diferenca entre os aglcares totais e os redutores.
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A transpiragdo foi efetuada em quatro plantas de cada tratamento, utilizando-se
um pordmetro de equilibrio dindmico (LIFCOR, modelo LI-1600) de acordo com
processo descrito por ANGELOCCI (1983). Efetuaram-se todas as andlises nas
folhas recentemente expandidas, coletadas &s 11 horas, & exce¢ao das determi-
nagbes dos teores de aglicares, que foram analisados durante o transcomer do
dia. O delineamento experimental foi de blocos ac acaso, com quatro repetigbes
para cada tratamento e,0s dados, analisados de acordo com o teste de Tukey a
5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

Os resultados do quadro 1 mostram que, na mesma intensidade de luz,
a atividade da redutase de nitrato, nas folhas das plantas suplementadas com
nitrogénio, foi, em média, trés vezes maior do que nas plantas ndo suplementa-
das, Para um mesmo nivel de nitrogénio, a atividade enzimética nas plantas culti-
vadas em pleno sol foi, em média,75%. da atividade das mantidas na sombra.
Tais resultados concordam com FALEIROS et al. (1975), que verificaram que a
atividade da redutase de nitrato em fothas de plantas de café foi maior nas plan-
tas cultivadas em 50% da luz solar,

O teor de nitrato nas folhas foi maior nas plantas suplementadas com
nitrogénio, mas, ao contrario da atividade enzimética, foi menor nas plantas culti-
vadas na sombra — Quadro 1.

A taxa de transpiragdo das plantas cultivadas em pleno sol foi em mé-
dia 87% maior do que a das plantas mantidas na sombra, e o nivel de nitrogénio
nao alterou esse processo (Quadro 1).

QUADRO 1. Atividade da redutase de nitrato, teor de nitrato e taxa de transpiragao em fo-
lhas de plantas de café de dez meses de idade, cultivadas com e sem suplementacgao
nitrogenada, em pleno sol e a 50% da luz solar, (Média de quatro repeticbes)

Tratamento Redutase de nitrato Teor de nitrato Transpiragéo

- -1 - - -2 —1
pmolNOsh 'g MF pumolNOgg MF ngH,Ocm s

+ N sol 1,24h 96,72d 7,69b
— Nsa 0,45a 32,00b 7,17b
+ N sombra 1,60c 65,47¢ 4,43a
— N sombra 0,60a 19,90a 3,52a
F 152,73 245,25 381,93
C.V. (%) 9,02 8,27 11,46
d.m.s. (5%) 0,19 9,70 1,44
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A figura 1 mostra que, ao longo do dia, a concentracio de aglcares to-
tais, agucares redutores e sacarose nas folhas das plantas cultivadas em pleno
sol foi sempre superior as das plantas de sombra. Tais resultados sao coerentes
com as maiores taxas de fixagdo de CO, das plantas mantidas em pleno sol
{FAHL, 1989). De modo geral, o teor de aglcares nas folhas foi mais baixo no inf-
cio da manha, atingiu 0 maximo entre 11 e 14 horas e declinou posteriormente,
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FIGURA 1, ConcentracBes de aglcares fotais, aglcares redutores e sacarose em folhas de
plantas de café de dez meses de idade cultivadas em pleno sol com (A) e sem (B)
suplementacdo nitrogenada, & em 50% da luz solar com (C) e sem (D) suplementagio
nitrogenada,
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No fratamento em pleno sol, as plantas que receberam suplementacéo nitro-
genada apresentaram maiores teores de aglcares do que as que nao receberam
nitrogénio, ocorrendo, de modo geral, o inverso nas plantas cultivadas em 50% da
luz solar.

4. DISCUSSAO

O cafeeiro, espécie de planta de sombra néo obrigatdria (ALVIM, 1958),
apresenta particularidades em seu metabolismo, especialmente no que se refere
4 assimilagdo de nitrogénio. Na maioria das espécies, o nitrato se acumula em
condigdes sombreadas e o0s niveis de redutase de nitrato sdo baixos (BEEVERS
& HAGEMAN, 1980). Em folhas de plantas de café ja foi demonstrado que a ati-
vidade da redutase de nitrato é maior no escuro do que na luz (CARELLI, 1987).

Os dados do presente trabalho mostram que o acumulo de nitrato nas
foihas das plantas cultivadas em pleno sol foi bem maior do que nas sombreadas,
enquanto a atividade da redutase de nitrato foi superior naquelas cultivadas a
sombra, Tais resultados sugerem que a menor atividade da redutase de nitrato
nas plantas em pleno soi pode ter sido responsével pelo acdmulo de nitrato nos
tecidos. Existe uma interdependéncia entre a fotossintese liquida e a absorgéo de
nitrato: em condigdes nao limitantes de nitrato no solo, esse processo é regulado
pela quantidade de fotossintetizados translocados para as raizes (JACKSON et
al., 1986). Por sua vez, o fluxo de fotoassimilados para as raizes depende da
quantidade excedente da que é usada no crescimento e respiragio da parte aérea
(JACKSON st al., 1986). As folhas das plantas cultivadas em pleno sol apresenta-
ram maiores reservas de agtcares e também maior taxa de fotossintese liquida
(FAHL, 1989), do que as cultivadas & sombra. Tais consideracGes, assim como a
concentra¢do de nitrato nas folhas e a maior taxa de transpiragao, sugerem que
nao houve limitagbes na absorgdo e translocagdo de nitrato para a parte aérea
nas plantas cultivadas em pleno sol.

O nucleotideo de piridina reduzido (NADH) necessério para a redugio
de nitrato pode ser forecido pelo metabolismo dos produtos da recente fixagéo
fotossintética do CO, efou pela oxidagdo das reservas de carboidratos no pro-
cesso respiratdrio (BEEVERS & HAGEMAN, 1980; ABROL et al., 1983). A menor
atividade da redutase de nitrato nas plantas cultivadas em pleno sol, aparente-
mente, ndo foi devida a limitagdes na fotossintese e na disponibilidade de carboi-
drates, pois essas plantas apresentaram maiores niveis de aglicares. Em adigao,
FAHL (1989) determinou a taxa de fixagdo de CO, em plantas de café cultivadas
nas mesmas condigbes deste trabalho, e verificou que a fotossintese foi maior
nas plantas que se desenvolveram em pleno sol do que nas crescidas a sombra.

O processo de redugdo de nitrato ocorre tanto na luz comg no escuro,
embora a velocidade de reduglo seja maior na luz que no escuro (SI%VASTAVA,

{
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1980, CAMPBELL & SMARRELLI JR., 1986). Na luz, a principal fonte de elétrons
para a redugao de nitrato sdo as reagbes fotoquimicas que ocorrem nos cloro-
plastos. O poder redutor (NADH) produzide nos cloroplastos pode ser transferido
para o citoplasma, onde esta localizada a enzima redutase de nitrato, através de
translocadores de dicarboxilatos (CAMPBELL & SMARRELLI JR., 1986). No escu-
ro, a energia para a reducao de nitrato seria dependente do formecimento de
NADH da atividade respiratdria. A atividade da redutase de nitrato em plantas
de café, ao contrdrio das demais espécies, é maior no escuro que na luz
(CORDEIRO & RENA, 1984; CARELLI, 1987). No presente trabatho também foi
confirmado que a redutase de nitrato em plantas de café apresenta um compor-
tamento totalmente diferente das dernais espécies, nas quais a atividade enzima-
tica € menor em condigbes de sombreamento {SRIVASTAVA, 1880).

As consideragdes anteriores poderiam indicar que a redutase de nitrato
em folhas de plantas de café utilizaria preferencialmente a energia gerada a partir
da oxidag&o dos aglcares, a exemplo do que ocorre em tecidos nao verdes.
Desse modo, em plenc sol ocorreria menor oxidagao dos cartoidratos em virtude
da alta relacio ATP:ADP {ABROL et al., 1983) e, consegientemente, menor ati-
vidade da redutase de nitrato. Em condi¢des de sombreamento, em virtude da
menor energia gerada nos cloroplastos, haveria maior atividade respiratéria e, por-
tanto, maior disponibilidade de poder redutor para enzima. O menor teor de agu-
cares totais das plantas cultivadas em sombreamento suporta parcialmente tais
consideragoes. A hipdtese referida necessita de comprovago experimental e nao
exclui que outros fatores, como a presenga de inibidores, possam estar inter-
ferindo no controle da redutase de nitralo em plantas de café.

5. CONCLUSOES

O presente trabalho penmite as seguintes conclusdes:

1. A atividade da enzima redutase de nitrato nas folhas de plantas de
café cultivadas em pieno sol foi menor do que nas plantas crescidas em 50% da
luz solar,

2. A taxa de transpiragio e os teores de aclcares e de nitrato foram
maiores nas plantas cultivadas em pleno sol, sugerindo que ndo houve limitagbes
na disponibilidade de substrato ¢ de energia para 0 processo de redugao de ni-
trato,

3. Para um mesmo nivel de luz de crescimento, as plantas que recebe-
ram suplementagdo nitrogenada apresentaram atividade da redutase de nitrato
trés vezes maior do que as ndo suplementadas.
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