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RESUMO

Metabolismo do nitrogénio e concentragdo de nutrientes no cafeeiro irrigado
em razéo da dose de N

A adubagdo nitrogenada e sua implicacdo no metabolismo do cafeeiro ainda nao sao bem
conhecidas nas condigdes de campo, em cafeicultura altamente tecnificada, com temperatura
média de outono-inverno superior a 22 °C e maior quantidade de horas-luz. O objetivo da
presente pesquisa foi avaliar a atividade das enzimas redutase do nitrato (RN), glutamina
sintetase (GS) e urease em fungdo da dose de nitrogénio (sem N, 200, 400, 600 e 800 kg ha™).
Avaliou-se também a influéncia das doses de N (uréia) nas concentragdes de N-total, nitrato,
amonio, clorofila e carotenodides presentes nas folhas; as flutuagcdes de macro e micronutrientes;
bem como a correlagdo entre a produtividade e doses de N. Objetivou-se também identificar a
época do pico da atividade da RN. Os experimentos foram realizados no Oeste baiano e em
Piracicaba, SP. As avaliagcdes foram realizadas nas fases fenologicas: vegetacao, antese, fruto
chumbinho, granacdo e maturacdo. A maior atividade da RN ocorreu com o fornecimento de 800
kg ha'! de N, sem variagdo nas demais doses, bem como ndo influenciou a atividade da GS e
urease. As concentragdes de nitrato e amoOnio ndo aumentaram com as doses de N, mas a
concentracdo de aminoacidos foi crescente com a dose do nutriente. A maior atividade da RN
verificou-se na fase de vegetacdo e granagao dos frutos, a qual foi superior as 12:00 h, enquanto
as atividades da GS e urease foram superiores na fase de granagdo dos frutos. A maior
concentracao de nitrato se deu entre a fase de fruto chumbinho e inicio da granaciao e do amonio
no final da granacdo. O pico da atividade da RN aconteceu aos 25 dias apds a adubagdo
nitrogenada. O uso de altas doses de N ndo prejudicou a concentragdo de macro e micronutrientes
foliar. Finalmente, a maxima produtividade do cafeeiro foi obtida com a aplicagio de 400 kg ha™
de N.

Palavras-chave: Coffea arabica; redutase do nitrato; glutamina sintetase; macro e
micronutrientes; aminoacidos; fenologia
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ABSTRACT

Nitrogen metabolism and nutrient concentration in irrigated coffee plants
due to nitrogen fertilization rates.

The nitrogen fertilization and its implication in the nitrogen metabolism of coffee plants
are not well known in high technology production under field conditions with autumn-winter
average temperatures above 22 ° C and a larger photoperiod. The objective of this work was to
evaluate the nitrate reductase, glutamine synthetase and urease activity due to nitrogen
fertilization rates (without N, 200, 400, 600 e 800 kg ha'l). In the present work was evaluated also
the influence of nitrogen rates on total nitrogen, nitrate, ammonium, chlorophylls and carotenoids
concentration in the leaves, the variation of macro and micronutrients as well as the
correlationship between coffee yield and nitrogen fertilization rates. Moreover, the goal of this
study was to identify the period of peak activity of nitrate reductase. The experiment was carried
out at western of Bahia State and Piracicaba, State of Sao Paulo, Brazil. The periods of
evaluations were plant growth, anthesis, pin head fruits, filling and maturation fruits stage
development. The highest nitrate reductase activity occurred with 800 kg ha” N supply and no
changes on this enzyme were observed regarding other rates. Therefore, the nitrogen rates did not
affect the glutamine synthetase and urease activity. The nitrate and ammonium concentration did
not increase with nitrogen rates; however, the aminoacids concentration increased due to nitrogen
fertilization rates. The highest activity of nitrate reductase was observed at 12:00h during plant
growth and filling fruits stage development. On the other hand, the higher activity of glutamine
synthetase and urease were during filling fruits stage. The highest nitrate concentration was
detected during between pin head and beginning of filling fruits stage, and the highest ammonium
concentration was during end of filling fruits stage development. The peak activity of nitrate
reductase was 25 days after nitrogen fertilization. The high nitrogen rates did not affect the macro
and micronutrients concentration in the leaves. The greater coffee yield was provided with 400kg
ha™' of nitrogen supply.

Key words: Coffea arabica; nitrate reductase, glutamine synthetase, macro and micronutrients,
aminoacids, phenology.



16



17

1 INTRODUCAO

A cultura do café tem grande destaque no cenario agricola nacional e, devido ao alto
custo de producdo nas regides de montanha, seu cultivo avanga para regides nao tradicionais,
como o Oeste do Estado da Bahia. Esta regido apresenta relévo plano, facilmente mecanizavel, o
que propicia a utilizacao de alta tecnologia, como a irriga¢do por pivo-central. Os cafeeiros desta
regido apresentam elevadas taxas de crescimento vegetativo e indice de produtividade média de
50 sacas ha” ano™. O elevado crescimento vegetativo e produtividade ocorrem, basicamente, pela
maior quantidade de horas de luz devido a menor nebulosidade, e temperatura média por volta de
20 °C nos meses de outono-inverno, superior as regides cafeeiras tradicionais.

As discussdes relacionadas ao metabolismo da planta sdo muitas vezes separadas das
pesquisas que abordam a produtividade da cultura, devido a diferenca de foco entre estes
profissionais e a necessidade de se abordar aspectos especificos dos propositos de investigacao.
Entretanto, a produtividade esté relacionada a bioquimica e, portanto, os dois estdo intimamente
relacionados (LAWLOR; LEMAIRE; GASTAL, 2001)

O nitrogénio (N) ¢ o nutriente requerido em maior quantidade pelo cafeeiro. Este
nutriente participa da sintese de proteinas estruturais e enzimaticas, as quais sao responsaveis
pela sintese de outras proteinas e dos intermediarios metabdlicos € componentes da estrutura
celular, como carboidratos, lipidios e pigmentos. Estes compostos constituem a estrutura da
planta e sdo requeridos para o crescimento celular e dos 6rgaos, como os frutos (LEMAIRE et al.,
1992; LAWLOR, 1995). O entendimento do metabolismo do N nas principais fases fenoldgicas,
podera contribuir para a eficiéncia no uso deste nutriente.

Para ajustar a dose e €época de aplicagdo do fertilizante a demanda da planta sdo
realizados estudos de curva de resposta a doses de N, aplicados em diferentes fases. No entanto,
estes estudos sdo prejudicados pela adigdo de N no sistema por meio das chuvas e também da
propria reserva do solo, que podem afetar a resposta da planta a adubagao nitrogenada. Da mesma
forma, as perdas por lixiviagdo e as emissdes gasosas tanto dos solos quanto das plantas
comprometem as interpretagdes em relacao a esse nutriente. Além disso, as respostas podem ser
diferenciadas em razdo das condigdes de cultivo, variedade, regido, clima e ano agricola.

Portanto, para aumentar a eficiéncia no uso do N € necessario desenvolver e aprimorar modelos
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de simulagdo baseados nas relagdes empiricas, pela incorporagdo de informagdes bioquimicas
(LAWLOR, 2002).

Nas condi¢des especificas do cultivo no Oeste baiano ndo tem sido realizado com a
freqiiéncia necessaria pesquisas basicas e, portanto, pouco se sabe sobre a eficiéncia pelo uso de
dose elevada de nitrogénio, da ordem de 800 kg ha”', bem como sobre a sua influéncia no
metabolismo do cafeeiro. O mérito da presente pesquisa se deve, em parte, as avaliagdes
fisiologicas e bioquimicas realizadas em condi¢cdes de campo, com plantas em producdo. A
maioria dos trabalhos na mesma linha de pesquisa sdo realizados com mudas, em condi¢des de
viveiro ou em laboratério e os resultados obtidos desta maneira ndo sao aplicaveis aos cafeeiros
cultivados em condi¢des de campo.

Este trabalho foi realizado com base nas seguintes hipdteses: (i) a partir de determinada
dose de nitrogénio, a assimilagdo do nutriente pelo cafeeiro pode ser limitada; (ii) os compostos
nitrogenados e enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio apresentam, possivelmente,
comportamento diferenciado nas fases fenoldgicas da planta; (iii) o(s) pico(s) de atividade da
enzima redutase do nitrato deve(m) ocorrer(em) nos primeiros dias apos a adubagao nitrogenada;

e (iv) o uso de altas doses de nitrogénio pode afetar a concentracao de outros nutrientes na folha.

1.1 Objetivo geral
Este trabalho foi realizado com o objetivo de entender o metabolismo do nitrogénio e as
variagdes nas concentragdes de nutrientes nas fases fenologicas de cafeeiro em producao, em

sistema altamente tecnificado, com utilizacao de fertirrigagdo, em condi¢des de campo.

1.2 Objetivos especificos
. Avaliar as atividades das enzimas redutase do nitrato, glutamina sintetase e urease, bem

como quantificar aminoacidos em diferentes fases fenoldgicas e doses de nitrogénio.

. Determinar o(s) pico(s) de atividade da enzima redutase do nitrato apds a aplicagdo do
nitrogénio.
) Determinar as concentragdes de N-total, nitrato, amonio, clorofila e carotenoides nas fases

fenologicas do cafeeiro em diferentes doses de nitrogénio.
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Verificar as flutuagdes nas concentracdes de macro e micronutrientes presentes nas fases

fenologicas do cafeeiro, em razao das doses de nitrogénio.

Correlacionar a produtividade do cafeeiro com as doses de nitrogénio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Adubacio nitrogenada

O cafeeiro ¢ uma das culturas mais exigentes em nitrogénio (N), cuja recomendagdo
varia entre 150 e 450 kg ha™', de acordo com as condigdes da lavoura e expectativa de produgio
(RAIJ et al., 1996; RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ, 1999). Um suprimento adequado de N
promove rapido desenvolvimento da planta, especialmente pelo aumento do numero de pares de
folhas e ramos plagiotropicos por planta, nimero de nos por ramos e flores por nos, relacionados
diretamente com a produtividade do cafeeiro (MALAVOLTA, 1986; WILLSON, 1985; FAHL et
al., 1994; NAZARENO et al., 2003). O nitrogénio ¢ considerado, depois da deficiéncia hidrica, o
principal fator que regula o crescimento das plantas, portanto, essencial a produtividade.

Embora o nitrogénio esteja presente em grande quantidade no solo, apenas uma fracao
de, aproximadamente, 2 a 3% esta disponivel as plantas. Além disso, parte pode ser perdida por
lixiviagdo, volatilizagdo, desnitrificagdo e/ou exportacdo pela colheita dos frutos (PEOPLES;
HERRIDGEE; LADHA, 1995). Dos aspectos que podem afetar o aproveitamento do N pelas
plantas cabe mencionar a disponibilidade de agua, pH, fertilidade e tipo de solo, bem como a
presen¢a de aluminio e organismos do solo, entre outros fatores. A adubagdo com fontes
nitrogenadas inorganicas aumenta a disponibilidade de N, entretanto pode incrementar as
emissdes de N,O e NO (MATSON; BILLOW; HALL, 1996; MATSON; NAYLOR; ORTIZ-
MONASTERIO, 1998; WEITZ et al., 2001). Estas perdas sdo minimizadas pela sincronizacao da
aplicacdo do fertilizante a demanda da planta, que tende a diminuir as emissoes de 6xidos de N e
as perdas por lixiviagdo (MATSON; NAYLOR; ORTIZ-MONASTERIO, 1998; PANEK et al.,
2000).

Virias fontes de N sdo utilizadas para suprir a necessidade do cafeeiro, entretanto a mais
comum ¢ a uréia, em razao do seu baixo custo. No entanto, sua utilizacdo implica, quase sempre,
em perdas por volatilizagdo na forma de N amoniacal, cujo processo € intenso quando a uréia ¢
aplicada na superficie, como se faz rotineiramente nas adubacdes dos cafezais.

A maioria das plantas absorve o N, preferencialmente, na forma de nitrato (NO3’),
comumente disponivel as plantas em solos com pHcacp, superior a 5,5. Qualquer forma quimica
de N em solos com pH proximo da neutralidade é transformada em nitrato pela agdo das bactérias

nitrificadoras. Segundo Coelho et al. (1991) a absor¢cdo da forma amoniacal reduz o pH da
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rizosfera, devido a liberagdo de H', fato que pode influenciar a disponibilidade e a absorgdo de
alguns nutrientes, principalmente os micronutrientes (FENN; TAYLOR BURK, 1993).

O ciclo anual de reprodug¢do do cafeeiro ¢ constituido de 5 fases fenologicas: (i)
florescimento ou antese, (ii) frutos chumbinho, (iii) frutos em expansao rapida, (iv) granagdo e
(v) maturagdo (Figura 1). Nestas fases, ha grande variagdo na absor¢do e na capacidade de
assimilagdo do N pela planta (CARVAJAL; ACEVEDO; LOPEZ, 1969; TALEISNIK;
BRICENO; CARVAJAL, 1980; CARELLI; FAHL; MAGALHAES, 1989).

. &
S \

! p‘\:. LA .| |ix .
Florescimento ~ Chumbinho Xpansao Maturagao

Vegetacdo

Figura 1 — Fenologia do cafeeiro, fase vegetativa e da frutificagdo (florescimento, fruto
chumbinho, expansado, grana¢ao e maturagao)

2.2 Redutase do nitrato

O nitrato (NO3") e o amédnio (NH4") sdo as principais formas de N inorganico absorvido
pelas raizes das plantas superiores. No entanto, para cumprir sua fun¢do nutricional o NOs3
precisa ser reduzido a NH," e assimilado em compostos organicos. A assimilacdo do nitrato a
amoénio ¢ mediada por duas enzimas: (i) a redutase do nitrato (RN), que transforma nitrato em
nitrito, processo que ocorre no citosol das células; e (ii) a redutase do nitrito (NiR) que
transforma nitrito a amonio, nos plastideos das células. Com a formagdo do amoénio, o N ¢

incorporado em aminoacidos (MARSCHNER, 1995).

NO; +8H" +8 ¢ > NH;3 + 2H,0 + OH
NO3; — NO; — NH4 — aminoacidos — proteinas

NO; +NAD(P)H + H' + 2¢" — NO, + NAD(P) + H,0

Por ser um ion altamente reativo e potencialmente toxico o nitrito originado da redugao
do nitrato ¢ rapidamente transportado do citosol para os cloroplastos foliares e aos plastideos, nas

raizes. Nestas organelas, a NiR reduz o nitrito a aménio (TAIZ; ZEIGER, 2004). O amo6nio
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gerado pela assimilacdo do nitrato proveniente do solo, fertilizante ou da fotorrespiracdo ¢
convertido rapidamente a aminoacidos, num processo que envolve a agdo seqiiencial da
glutamina sintetase e da glutamato sintase, localizadas no citosol e nos plastideos das raizes, e
nos cloroplastos (LEA; BLACKWELL; JOY, 1992) (Figura 2). Uma vez assimilado em
glutamina ou glutamato, o nitrogénio pode ser transferido para muitos outros compostos
organicos por meio de diversas reagdes, como as transaminagdes. A interconversao entre a
glutamina e a asparagina pela asparagina sintetase equilibra o metabolismo do carbono e do

nitrogénio na planta.

redutase do redutase do
nitrato nitrito GS/GOGAT
NO; ﬁ NOy ﬁ NH," ﬁ Glutamato | — | Aspartato
NADH Fdreq Fdreq l
ATP ATP ATP Asparagina
Proteinas, Outros
acidos nucléicos aminoacidos

Figura 2 — Assimilag@o do N nas folhas (Adaptado de TAIZ; ZEIGER, 2004)

A agdo da RN ¢ o passo limitante da assimilagdo do nitrato e, conseqiientemente, afeta o
desenvolvimento e a produgdo das proteinas vegetais, e pode ser usado para estimar a capacidade
de assimilagdo de N (BEEVERS; HAGEMAN, 1980; OAKS, 1994).

A atividade da RN ¢ regulada por inumeros fatores, como sintese e degradacdo de
enzimas, inativacao reversivel e concentra¢do do substrato (SOLOMONSON; BARKER, 1990).
Os fatores de indugdo da enzima sdo: o nitrato, a luz, o teor de 4gua na planta, a temperatura
atmosférica e a umidade do solo. A atividade da RN pode ser induzida em poucas horas apos a
aplicagdo do N, conforme a fonte utilizada, assim como ser suprimida por alguns aminoacidos
(OAKS, 1991; OAKS; WALLACE; STEVENS, 1972; BRETELER; SMIT, 1974). Segundo
Silvasankar e Oaks (1996), o nitrato, a luz e a concentracdo de carboidrato atuam na transcri¢ao e

traducao da RN. A luz e o nivel de carboidrato, além de outros fatores ambientais, estimulam a
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proteina fosfatase, que desfosforila varios residuos de serina da RN, o que promove a sua
ativagdo (TAIZ; ZEIGER, 2004). Para a assimilagdo de amonio ha uma alta demanda por cadeias
carbonicas, gerando competi¢do entre a sintese de sacarose e aminoacidos (HUCKLESBY;
BLANKE, 1992).

As condi¢des ambientais relacionada ao regime hidrico e ao conteudo de agua na planta
e no solo podem provocar alteragdes na capacidade de assimilagdo de nitrato. Em experimentos
realizados em Vigosa-MG, a maior atividade de RN na folha ¢ a maior concentragdo de nitrato
ocorreram durante a estagdo quente e seca, quando as temperaturas estdo altas e ha grande
transpiracdo. Com o aumento do fluxo de dgua ha maior fluxo de nitrato para as folhas, o que
proporciona maior atividade da RN (DAMATTA; AMARAL; RENA, 1999; AMARAL,;
DAMATTA; RENA, 2001).

A temperatura maxima do ar proxima a 34 °C parece ndo afetar a tendéncia sazonal da
atividade da RN em folhas e raizes (TALEISNIK; BRICENO; CARVAJAL, 1980; CARELLI;
FAHL MAGALHAES, 1989; AMARAL, DAMATTA; RENA, 2001). Entretanto, os periodos de
baixas temperaturas afetaram a assimilacdo de nitrato pelas folhas, com atividade da RN
aparentemente nula, com temperatura por volta de 15° C as 9:00 h (AMARAL, DAMATTA;
RENA, 2001). Na pesquisa desenvolvida por Reis et al. (2009), em que se estudou a atividade de
RN em cafeeiros de janeiro a junho, também foi observado decréscimo na atividade neste
periodo, provavelmente devido a menor precipitacdo e diminui¢do da temperatura atmosférica.
Além disso, a atividade da enzima neste periodo correlacionou positivamente com a dose de N.
Freitas et al. (2007) observaram aumento da atividade da enzima a partir de outubro, em fun¢ao
da elevagao da temperatura atmosférica e da manutencao da concentracdo de NOs™ foliar, quando
a concentragdo de N estava proximo aos niveis adequados.

A atividade da enzima varia com as condi¢oes de luminosidade do ambiente, com baixa
atividade no escuro (STIT, 1987; SCHEIBLE; GONZALES-FONTES; LAUERER, 1997).
Segundo Kaiser e Huber (2001), quando os demais fatores de ativacdo da enzima apresentam
condigdes Otimas, a atividade da RN na luz ¢ de aproximadamente 70 a 90 %, com redugdo para
10 a 30 % no escuro. Segundo estes autores, a luz ndo atua como sinal direto na atividade da RN,
pois mesmo sob intensa luminosidade ha inativagdo da enzima na falta de CO,. Portanto, fatores
que afetam a entrada do CO, na planta, como abertura dos estomatos, podem interferir na

atividade da enzima. O cafeeiro ardbica pode apresentar menor atividade da RN sob
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luminosidade, devido a sua baixa condutancia hidraulica, caracteristica de plantas originalmente

de sub-boque com elevada umidade relativa do ar (NETTO, 2005).

2.3 Glutamina sintetase

O amoénio gerado a partir da assimilacdo do nitrato, da fotorrespiracdo, proveniente do
solo e do fertilizante ¢ rapidamente convertido em aminoacidos a fim de evitar toxidez,
relacionada & rapida permeacdo do cation (NH;") através das membranas (HEBER et al., 1974).
A formacao de aminoacidos, amida e outros compostos € a principal via de detoxificagdao de
qualquer ion amonio absorvido pela raiz ou derivado da redugdo do nitrato. Essa conversao se da
pela agdo seqiiencial de duas enzimas: (i) glutamina sintetase (GS) e (ii) glutamato sintase
(GOGAT) (LEA; BLACKWELL; JOY, 1992). Estas enzimas sdo encontradas em raizes,
cloroplastos ¢ em organismos fixadores de N,. A GS catalisa a assimilagdo do NH;" pelo
glutamato (Glu) para formar glutamina (Gln) (Figura 2). A GOGAT transfere o grupo amida de
Gln ao a-cetoglutarato (2-GO) para, posteriormente, produzir glutamato (TEMPLE; VANCE;
GANTT, 1998; IRELAND; LEA, 1999). A glutamina serve como doador de nitrogénio para a
biossintese de compostos organicos nitrogenados, como aminodacidos, nucleotideos e clorofila.

Assim, a enzima GS ¢€ o fator-chave para o controle da assimila¢do de nitrogénio pelas plantas.

Glutamato + NH4" + ATP - glutamina + ADP + Pi

A enzima GS ¢ encontrada como multiplas formas de isoenzimas no citosol (GS1) e no
cloroplasto ou plastideo (GS2), onde desempenham papéis distintos (IRELAND; LEA, 1999;
LANCIEN; GADAL; HODGES, 2000). A GSI1 citosolica ¢ importante na assimilagdo de
nitrogénio pelas raizes, onde ¢ formada a Gln, que sera transportada pelo floema. A GS1 esta
presente principalmente em tecidos ndo verdes como sementes, raizes, flores e nodulos, mas
também nas células companheiras do floema. A GS2 cloroplastidica tem papel crucial na
reassimilagdo de NH," liberado pela fotorrespiragio (WALLSGROVE et al., 1987). A expressio
da GS2 ¢ dependente da luz e da sacarose (OLIVEIRA; CORUZZI, 1999). A enzima esta
envolvida na remobilizagdo de compostos nitrogenados e sua expressao ¢ induzida na

senescéncia (BUCHANAN-WOLLASTON; AINSWORTH, 1997).
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A GS tem alta afinidade pelo amoénio (baixo valor Km) e ¢ capaz de incorpora-lo mesmo
que esteja em baixa concentragdo. A enzima ¢ ativada por pH elevado e alta concentragdo de Mg
e ATP, fatores que aumentam na presenca da luz. A luz intensifica a redugdo do nitrito e
produgdo de NH,", o que requer a elevagdo simultdnea na atividade da GS, responsavel por
regular a assimilacdo de amonio dentro dos cloroplastos (MARSCHNER, 1995). Além disso, ha
regulacdo da GS pela luz a fim de coordenar a assimilagdo de N inorganico com a quantidade de
carbono produzido pela fotossintese, assim como para eliminar a toxidez do amdnio produzido
pela fotorrespiragdo. A luz pode modular a expressdo génica diretamente, pela ativacdo do
fitocromo e criptocromo e, indiretamente, pela ativagdo da fotossintese, seguido pelo aumento
dos metabolitos de carbono e outras alteragdes nos cloroplastos (OLIVEIRA; CORUZZI, 1999).

Além da GS, a GOGAT participa também na assimilagdo do amonio. A enzima catalisa
a transferéncia de grupos amida (-NH;) da glutamina para 2-oxoglutarato (2-OG), produto do
ciclo do acido tricarboxilico. Esta reacdo requer ferredoxina reduzida (do fotossistema I) ou
NAD(P)H (da respiragdo) e produz duas moléculas de glutamato, dos quais um ¢ requerido para a
manutencao do ciclo de assimilacdo do amonio e o outro pode ser transportado para os sitios de
assimilacdo e usado, por exemplo, na biossintese de proteinas (LEA; IRELAND, 1999).

Embora muitos estudos bioquimicos tenham ampliado a compreensao do metabolismo
do N, as enzimas e os processos que as regulam sdo ainda pouco estudados. Muitas das enzimas
envolvidas na assimilagdo do amoénio sdao encontradas como multiplas formas de
enzimas/isoenzimas localizados em compartimentos subcelulares ou dentro de diferentes tecidos
e oOrgaos. O metabolismo do C e do N ¢ coordenado e certas moléculas sinalizadoras como
hormdnios, metabolitos C e N desempenham papel importante nessa regulacdo. No entanto, a
combinacdo do metabolismo do C e do N ¢ complexa e envolve a presenca de varias familias de
isoenzimas, bem como o funcionamento integrado de enzimas citosélicas e associadas a

organelas.

2.4 Urease
A urease ¢ uma metaloenzima que catalisa a hidrdlise da uréia para formar amonio e
CO, (DIXON et al., 1975). E encontrada em vérios organismos, como plantas, fungos e bactérias

(HIRAYAMA et al, 2002; COX et al., 2000). A fun¢do principal da urease € permitir aos
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organismos o uso da uréia externa ou gerada internamente, como fonte de nitrogénio (MOBLEY;
ISLAND; HAUSINGER, 1995; ANDREWS; BLAKELEY; ZERNER, 1984).

Em plantas, uma quantidade significativa do fluxo de nitrogénio se da via uréia (47 %
N), o qual ¢ reciclado pela agdo da urease (POLLACCO; HOLAND, 1993). A uréia pode ser
formada pelo catabolismo de ureideo, alantoato e alantoina (Figura 3 A). Tem sido demonstrado
que o ureideo glicolato, um produto da degradagdo do alantoato ¢ um precursor de uréia (TODD;
POLLACCO, 2004; MUNOZ et al., 2006). Bloqueios genéticos e quimicos da atividade da
urease nas folhas causam necrose foliar, devido ao acimulo de uréia, o que indica que a mesma
tem uma significante acdo no metabolismo do N (KROGMEIER; MCCARTY; BREMNER,
1989; POLLACCO; HOLLAND, 1993). No entanto, a relevancia fisiologica da urease na maioria
das plantas nao esta esclarecida. Segundo Louis (1992), o estudo do metabolismo da uréia torna-
se ainda mais relevante com o aumento do uso de fertilizantes a base de uréia.

A urease em plantas participa da assimilagdo da uréia derivada de ureideos ou arginina
(POLLACCO; HOLLAND, 1993) (Figura 3). A arginina ¢ um importante constituinte de
proteinas e um precursor para a biossintese de poliaminas e ¢ também um importante
transportador de N e compostos armazenados. Uma consideravel parte da arginina produzida nao
¢ reciclada, mas usada em outras rotas biossintéticas. Trigo e centeio completam seu ciclo mais
cedo por translocar um substancial propor¢do deste N assimilado como citrulina, que ¢
metabolizado via arginina e uréia (THOMPSON, 1980).

A economia de N pelas plantas ¢ altamente dependente da hidrdlise da uréia, a qual €
prejudicada em condi¢des de deficiéncia de Ni. Este ultimo proporciona redugao do metabolismo
do N, acimulo de uréia e diminui¢do do pool de aminoacido (GERENDAS; SALLELMACHER,
1997; 1999). Gerendéas e Sattelmacher (1997) verificaram que plantas deficientes em niquel
acumulam uréia. Quando a atividade da urease ¢ baixa, devido ao suprimento insuficiente de Ni,
a uréia se acumula especialmente em plantas adubadas com uréia, o que, eventualmente, causa
altera¢do no volume de intermediarios do ciclo da ornitina. Folhas deficientes em Ni exibem altos
niveis de trés intermediarios do catabolismo de ureideos, como a xantina, acido alantdico e
ureideo-glicolato, uma evidéncia da redugdo da atividade enzimética nos trés ultimos passos do
catabolismo de ureideos (BAI; REILLY; WOOD, 2006). A atividade da arginase e da GS
também sdo reduzidas por falta de Ni (GERENDAS et al., 1998).
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Figura 3 — Atividade da enzima urease na recuperacao do NH," no metabolismo do alantoina
e acido alantodico (A) recuperacio do NHy4  pelo ciclo da ornitina (B) (BAI et al.,
20006)

2.5 Relacéo entre carbono e nitrogénio

O nitrogénio e o carbono, bem como a interagcdo entre eles, estdo entre os fatores que
mais interferem na produtividade das culturas. O metabolismo primario do carbono ¢ dependente
da assimilag@o do nitrogénio, pois a maioria do N da planta esta contido nas proteinas e clorofilas
do aparato fotossintético. Por outro lado, a assimilacdo do nitrogénio requer um continuo
suprimento de energia e cadeias carbonicas. Isto significa que os produtos fotossintéticos podem
ser particionados entre a sintese de carboidratos e aminodcidos (FOYER; FERRARIO-MERY;
NOCTOR, 2001).

As folhas contém um complexo aparato fotossintético capaz de capturar a luz e usar a
energia para a reducao e assimilacdo do C e N, com formagao de carboidratos e aminoécidos. Nas
células foliares 0 NO;3™ é reduzido a NH," pela redutase do nitrato e nitrito, usando elétrons da
cadeia transportadora de elétrons. O NH;" é convertido a aminoacidos pela reagio da
GS/GOGAT, e as cadeias carbonicas sao providas pelos acidos organicos derivados do ciclo do
acido tricarboxilico na mitocondria. Na sintese dos acidos orgénicos, os carboidratos provém da
assimilagdo do CO; e o ATP para a GS/GOGAT ¢ gerado pela fotossintese e respiragdo. Assim,
ha uma estreita intera¢ao entre o metabolismo do carbono e do nitrogénio, ambos usando energia

luminosa (FOYER; FERRARIO-MERY; NOCTOR, 2001). Folhas com baixo suprimento de
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NO;3™ diminuem o conteudo de ribulose bifosfato (RuBP), substrato para a assimilagdao de CO,,
mas aumenta a razdo ATP/ADP, o que sugere uma possivel competi¢cao por um potencial redutor
(MACHLER et al., 1998).

O N ¢€ necessario para a sintese de aminoacidos, proteinas e, consequentemente, de todos
os componentes celulares. A rapida taxa de assimilacdo de CO, requer grandes quantidades de
diversos componentes dos cloroplastos, particularmente as clorofilas, as quais recebem luz; de
transportadores de elétrons e de componentes dos tilacéides, que reduzem NADP'; bem como da
Rubisco, que assimila o CO, no estroma. As enzimas sdao reguladas de maneira complexa por
fatores ambientais e das plantas. Uma eficiente captura de energia usada na fotossintese demanda
grande quantidade de clorofila por unidade de area, necessitando de um grande suprimento de N
para garantir essa demanda.

As clorofilas t€ém uma complexa estrutura em anel tipo porfirina com um atomo de Mg
coordenado no centro de 4 atomos de N e uma longa cauda de hidrocarbonetos hidrofébicos, que
as ancora nas membranas fotossintéticas. Os carotendides desempenham duas fungdes distintas:
(1) participam da absor¢do de luz nos complexos de captacdo de luz, atuando como pigmentos
acessorios e (i) desempenham papel essencial na fotoprotecdo do aparato fotoquimico. As
clorofilas excitadas podem reagir com o oxigénio molecular e formar espécies reativas de
oxigénio, destruindo componentes celulares, em especial os lipideos da membrana. Os
carotendides, por sua vez, quando excitados dissipam a energia como calor, atuando como
agentes protetores (KERBAUY, 2004).

A adubacio nitrogenada afeta o crescimento e a capacidade produtiva da planta devido
as alteragdes na area foliar e na capacidade fotossintética, com variacdo na concentracdo de
clorofila. Em plantas deficientes em N, a fotossintese diminui devido a redugdo de fétons
absorvidos e a queda na taxa de transporte de elétrons no cloroplasto (LU; ZHANG, 2000). A
Rubisco ¢ a principal proteina dos cloroplastos e folhas, catalisadora da reacdo entre CO, e
RuBP, da qual se origina a triose fosfato, que ¢ exportado do estroma do cloroplasto para o
citosol e, entdo, convertida em sacarose. As plantas C3 requerem uma grande quantidade de
Rubisco para a assimilagdo do CO,, a qual pode ser prejudicada caso o suprimento de N nao seja
adequado (LAWLOR et al., 1988; LAWLOR; KONTTURI; YOUNG, 1989). A temperatura
também pode influenciar a atividade da enzima, pois sob baixa temperatura, uma quantidade

superior de proteinas € requerida para manter uma dada taxa de assimilacao de CO,.
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Em condig¢des de deficiéncia de N hé reducdo na assimilagdo total, ja que as folhas tém
curta duracdo, senescem e perdem componentes fotossintéticos, em razao da remobilizacao de N
para os orgaos em crescimento (BROUQISSE et al., 2001). Durante as fases de desenvolvimento
dos frutos ha redugdo das concentragdes foliares de clorofila a, b e total, fotossintese e nitrogénio
foliar. Para Reis (2007), essa diminuicdo se da no inicio da senescéncia, a qual ¢ antecipada
quando as plantas estdo deficientes em N. Feller e Keist (1986) sugerem a existéncia de controle
fisiologico, no qual as células remobilizam fragcdes de baixo peso molecular como aminoacidos

para o enchimento dos graos, sendo o N o principal nutriente requerido nesta fase fenologica.

2.6 Fenologia e concentracédo foliar de nutrientes

A concentragdo dos nutrientes em folhas e frutos do cafeeiro durante o ciclo vegetativo ¢
uma importante ferramenta para diagnose do estado nutricional da planta, a partir da qual se pode
estimar as necessidades nutricionais da cultura e identificar os periodos adequados para aplicagdo
dos fertilizantes.

O cafeeiro completa seu ciclo fenolégico em dois anos. No primeiro ano sdo formados os
ramos vegetativos, com gemas axilares presentes acima dos nds. Essas gemas sdo induzidas em
gemas reprodutivas por fotoperiodismo. As gemas florais maduras entram em dorméncia e ficam
prontas para a antese, quando ocorre um aumento do potencial hidrico das gemas. As mudancas
causadas por chuva ou irrigagdo desencadeiam a florada, quando inicia o segundo ano fenologico.
Na sequéncia ocorre a fase de chumbinho, expansdo, granacdo dos frutos e maturacdo
(CAMARGO; CAMARGO, 2001). Numa mesma planta existem ramos na fase vegetativa e
ramos na fase reprodutiva, logo o fornecimento de nutrientes deve atender a demanda dos frutos e
dos orgdos vegetativos, de maneira que as adubacgdes antecedam os picos de demanda dos
nutrientes.

As flores desenvolvem-se com as primeiras chuvas da primavera e para isso, a planta
depende do acumulo de compostos durante o inverno. Neste periodo, as raizes acumulam
compostos nitrogenados, como aminodcidos e reguladores de crescimento e transporta-os para a
parte aérea, contribuindo para o crescimento no inicio da primavera (AMARAL, 1991,
DAMATTA; AMARAL; RENA, 1999).

A demanda de macronutrientes pela planta aumenta na fase de expansdo, entretanto, a

maior necessidade se dd no estadio de granacao do fruto. Segundo Carvalho et al. (1993), na fase
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reprodutiva os frutos sdo drenos preferenciais de carboidratos e nutrientes minerais, com
possibilidade de haver caréncia de nutrientes em outros orgaos da planta. Em razdo da alta
demanda tem inicio o processo de redistribuicdo do N, na forma de aminoacido, de outros 6rgaos
da planta como, por exemplo, das folhas para os frutos. A senescéncia, associada & maturagao,
causa danos a biologia da planta, mas constitui fator importante a produtividade das culturas em
razdo do enchimento dos frutos (LEA; MOROT-GAUDRY, 2001).

Os micronutrientes sdo requeridos em pequenas quantidades pelas plantas, mas
desempenham papel fundamental no metabolismo, como constituinte de enzimas ou atuando
como ativadores. Os micronutrientes sdo também importantes para o desenvolvimento e
producao do cafeeiro. De forma geral, as lavouras cafeeiras no Brasil sdo implantadas em solos
com baixa disponibilidade de micronutrientes, devido ao baixo teor disponivel no solo ou por
outros fatores, como a calagem, que limitam a sua absor¢do, pela redugdo na disponibilidade de
micronutrientes (MARTINEZ et al., 2003).

Cada fase de formacdo do fruto possui funcdes fisioldgicas e metabdlicas proprias,
essenciais a sua formac¢ao (CANNEL, 1971). Estas fases podem sofrer alteragdes de acordo com
as caracteristicas climaticas. Segundo Larcher (2004) a temperatura influencia o crescimento e
desenvolvimento do fruto, devido ao efeito nos processos regulatorios das plantas. Em condigdes
de altas temperaturas a velocidade das reagdes enzimaticas aumenta, assim como ha alteragdes
nas taxas fotossintéticas e respiratorias. Segundo Marenco e Lopes (2005), o aumento da
temperatura acelera a taxa respiratdria da planta, incrementa o metabolismo nas raizes e a
produ¢ao de ATP, e libera energia usada para absor¢cdo de ions. No entanto, quando a
temperatura ¢ superior a 40 °C ha reducdo da velocidade de respiracdo, devido a inativagdo de
enzimas envolvidas no processo respiratdrio, com diminui¢do na producao de ATP, desnaturagdo
de proteinas e danos @ membrana plasmatica. Além disso, a temperatura também pode alterar a
taxa de transporte de nutrientes e a particdo de fotoassimilados no floema.

Além da temperatura, outros fatores, como a disponibilidade hidrica influencia a absor¢ao
e a distribuicdo dos nutrientes na planta, bem como no desenvolvimento do fruto. O suprimento
de 4gua via irrigagdo, em quantidades e intervalos necessdrios, pode proporcionar grandes
aumentos de produtividade na cafeicultura, além de menores perdas para a planta (SOARES et
al., 2005). A altitude também modifica a demanda da planta por nutrientes, uma vez que a mesma

influencia a duragdo do ciclo reprodutivo do cafeeiro, bem como o acimulo de macronutrientes
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nos frutos, que ocorre precocemente nas menores altitudes (LAVIOLA et al., 2008). Portanto, o
consumo de nutrientes pelos frutos e o enchimento dos graos € mais critico nessas altitudes, ja

que a planta completa seu ciclo em menos tempo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area experimental

Para realizacdo desta pesquisa foram conduzidos dois experimentos. O primeiro foi
realizado no municipio de Luiz Eduardo Magalhaes, no Oeste do Estado da Bahia e o segundo na
area experimental da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, da Universidade de Sao

Paulo, em Piracicaba — SP.

3.1.1 Experimento 1 — Oeste baiano

O experimento foi conduzido de agosto de 2008 a julho de 2009, na Fazenda Morena, do
Grupo Arakatu Ltda, no municipio de Luiz Eduardo Magalhaes — BA. Nesta pesquisa utilizaram-
se plantas da espécie Coffea arabica L., variedade Catuai Vermelho H-2077-144, de sete anos, no
espacamento 3,8 x 0,5 m, num total de 5.263 plantas por hectare, em arranjo circular, sob pivo

central, para irrigacao e fertirrigacao direcionadas nas plantas (Figura 4).

Figura 4 — Cafezal sob pivd central na Fazenda Morena, onde foi instalado o experimento
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De acordo com a classificagdo de K&ppen, o clima regional ¢ do tipo Aw, quente e umido
na estagdo chuvosa e estagdo seca no inverno. Essa condigdo climatica predomina em todo o
Oeste baiano, com exceg¢do da parte setentrional e do Vale do Rio Sdo Francisco. A area
experimental esta localizada a 740 m de altitude, com temperatura média anual de 23 °C e
precipitacdo pluvial média de 1.500 mm anuais (Figura 5). O solo da area experimental ¢
classificado como Latossolo Vermelho Amarelo distrofico tipico, alico, textura média, cujos

resultados da anélise estdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 5 — Precipitacdo (mm) e temperatura média, maxima e minima (°C) no periodo de
realizacdo do experimento (agosto/2008 a julho/2009), na Fazenda Morena, em
Luis Eduardo Magalhaes-BA

A fertirrigagdo foi realizada com auxilio de emissores do tipo LEPA (“low energy
precision application” ou aplicagdo precisa de baixo consumo de energia) que distribuem a agua
de forma localizada sobre as linhas circulares do cafeeiro, de modo que as entrelinhas nao
recebem agua. A irrigagdo foi realizada durante o ano, com uma pequena interrupgao durante a

colheita, fornecendo uma lamina de 3 a 4 mm dia™', em dias alternados.
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A fertirrigacdo com fonte nitrogenada foi realizada de 15 em 15 dias, num total de 26
fertirrigagcdes no ano, com a primeira aplicacao feita no dia 01 de agosto de 2008 e a ultima em
17 de julho de 2009 (Tabela 1). Para a execucao do experimento, usou-se um registro individual
em cada linha, para suspensdo da fertirrigacao na linha do experimento. Dessa forma, ndo houve
sobreposicdo de N mineral utilizado pela propriedade com o N aplicado no experimento. As
demais adubacdes foram realizadas de acordo com a tabela 3.

Para a instalacio do experimento usou uréia marcada com o isétopo estavel '°N, aplicada
em uma linha de café, num arco de 120 m de comprimento, em que 240 cafeeiros em renque nao
receberam a fertirrigagio nos moldes tradicionais da propriedade. A uréia marcada com N foi
produzida no Laboratério de Isotopos Estaveis do CENA/USP. O "N foi aplicado manualmente,
apos a diluigdo do adubo em volume de 4dgua semelhante a quantidade aplicada na irrigagdo, a
qual também era feita quinzenalmente, nas mesmas épocas que a propriedade efetuava a
fertirrigacao.

Cada parcela, com distribui¢do casual ao longo da linha do cafeeiro, foi constituida de 3

plantas centrais a cada 11 plantas, com 4 plantas de bordadura de cada lado (Figura 6).

LXXXXAAAXXXXXXXXAAAXXXXXXXXAAAXXXXXXXXAAAXXXX...

Figura 6 — Esquema representativo da parcela no campo, onde x representa as plantas de
cafeeiro da bordadura; e A, as plantas de cafeeiro que receberam as doses de N

O experimento foi implantado de acordo com delineamento inteiramente casualizado, com
5 tratamentos e 4 repeticdes. Os tratamentos corresponderam as seguintes doses de N: Ty - sem
adubagio nitrogenada; T, - 200 kg ha™, que equivale a 38 g planta™ de N (84 g planta™ de uréia);
T, - 400 kg ha™' (169 g planta™ de uréia); Ts - 600 kg ha™ (253 g planta™ de uréia); T, - 800 kg
ha™' (338 g planta” de uréia). Esses calculos foram feitos com base no espagamento de plantio
(3,8 x 0,5 m); que corresponde a uma populagdo de 5.263 plantas por hectare (Tabela 1).

As coletas foram feitas em cada uma das fases fenoldgicas do cafeeiro e apds a colheita,
totalizando seis coletas, e estas foram efetuadas nos dias 18 de agosto de 2008 (56 dias antes da
antese: -56 DRA, ainda na fase vegetativa), 13 de outubro de 2008 (0 DRA, na antese), 24 de
novembro (42 DRA, fruto chumbinho), 16 de fevereiro de 2009 (126 DRA, na granagao), 30 de
margo de 2009 (168 DRA, ainda na granagdo) e 6 de julho de 2009 (266 DRA - maturagdo). A



36

coleta em diferentes épocas, combinadas as varias doses utilizadas, resultou em um esquema de

parcela subdividida no tempo.

Tabela 1 — Quantidade de N aplicado (kg ha™') em cada fase fenologica em razio dos tratamentos
(sem N, 200, 400, 600 ¢ 800 kg ha' de N)

Dias em % do N N aplicado (kg ha™)

Fenologia ;(;125:; Aplicagao aplicado 5 300 200 500 500
Vegetacao -56 18/ago 7,7 - 15,4 30,8 46,2 61,6
Antese 0 13/out 23,1 - 46,2 92,4 138.,6 184,8
Chumbinho 42 24/Nov 34,7 - 69,4 138,8 208,2 277,6
Granagao ; 126 16/fev 57,8 - 115,6 231,2 346,8 462.,4
Granagao 168 30/mar 69,3 - 138,6 2772 415,8 5544
Maturagio 266 06/jul 96,25 - 192,5 385,0 577,5 770,0

O regime hidrico foi acompanhado pelo registro das irrigagdes/fertirrigagdes, por meio da
coleta de dados da estagdo meteorologica automatica, presente na Fazenda.

As andlises realizadas no experimento foram: (i) concentragdes foliares de N-total, N-
nitrato e N-amoniacal (i) aminoacidos totais soluveis; (iii) redutase do nitrato; (iv) glutamina
sintetase; (v) urease; (vi) clorofila; (vii) carotendides; (viii) concentracdes foliares de macro e

micronutrientes; e (ix) condutancia estomatica.
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Tabela 2 — Resultados da andlise do solo da area experimental em diferentes profundidades

Profundidade = pH MO P S K Ca Mg Al HtAl SB T V m N-Total B Cu Fe Mn Zn

cm CaCl, gdm® mgdm™® ... mmol, dm™ ................. % mg dm™ g dm” L
0-20 4,7 25 114 10 2,0 23 9 3 31 34,0 650 52 8 1080 0,74 9,6 82 3,1 3,6
20-40 3,6 20 40 21 1,0 5 3 9 34 9,0 43,0 21 50 620 0,61 22 57 23 27
40-60 3,8 16 5 60 08 4 2 9 31 6,8 37,8 18 57 532 0,56 04 24 05 0,8
60-80 3,6 14 1 72 08 3 1 9 31 4,8 358 13 65 520 045 0,1 15 03 04
80-100 3,8 14 1 9% 08 2 1 10 31 3,8 348 11 72 505 039 01 11 02 0,6
(RAIJ et al., 2001)
Profundidade ) fgjroe 51 ?nm 0.05 78(;’1832 m - ? Or (’%21 lf:lm Classe de textura
cm gke' gke' gke'
0-20 810 30 160 Média
20-40 790 30 180 Média
40-60 740 30 230 Média
60-80 720 30 250 Média
80-100 700 20 280 Média

(CAMARGO et al., 1986)

Tabela 3 — Cronograma de adubag¢do e quantidade de nutrientes fornecidos aos cafeeiros da area experimental — Fazenda Morena

set/09  out/09 nov/09 dez/09  jan/09  fev/09 mar/09  abr/09 mai/09 jun/09  jul/09 Total

'K,0 kgha' 536 362 290 652 580 725 362 56,5 58,0 - - 465,2
Esterco de galinha tha - 2,5 - - - - - - - - - 2,5
Palha de café t ha! - 3,0 - - - - - - - - - 3,0
'Mg kgha' 0,45 - 1,08 045 - - - - 0,9 - 2,9
Gesso t ha'! - 04 - - - - - - - - - 0,4
Calcario t ha! - 3,0 - - - - - - - - - 3,0
'Zn kgha' 1,02 - - 0,3 0,3 - 0,2 - 0,2 0,2 0,2 2,4
'B kgha' 0,85 - - 1,6 1,2 1,7 0,34 - 034 034 034 6,7
"Mn kgha' 1,3 - - 20 065 26 065 065 0,65 065 065 98
'Cu kg ha’! - - - 0,2 - - 0,13 - 0,13 013 0,13 06

'Via fertirrigagdo



38

3.1.2 Experimento 2 — Piracicaba

O experimento de Piracicaba foi instalado com a finalidade de complementar os dados
obtidos no experimento no Oeste baiano e conduzido de fevereiro a julho de 2009, na Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, municipio de Piracicaba — SP, situada a 22°42°30 de
latitude Sul e 47°38°00” de longitude Oeste e altitude média de 580 m. De acordo com a
classificacdo de Koppen o clima regional ¢ do tipo Cwa, tropical de altitude com inverno seco,
temperatura média anual de 22 °C e precipitacao pluvial média de 1.280 mm anuais (Figura 7).
Nesta pesquisa foram utilizadas plantas da espécie Coffea arabica L. cv. Obatd IAC 1669-20,
com sete anos, no espacamento 3,4 x 0,9 m, com 3.268 plantas por hectare. O solo da area
experimental ¢ classificado como Nitossolo Vermelho, Eutroférrico, latossolico, textura argilosa,

cujos resultados da analise quimica estdo apresentados na tabela 4.
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Figura 7 — Precipitagdo (mm) e temperatura média, maxima e minima (°C) da area experimental
da ESALQ/USP, em Piracicaba-SP, no periodo de agosto/2008 a julho/2009

Os dados de fertilidade do solo da area experimental estdo apresentados na tabela 4. Em

setembro de 2008 foi aplicado calcéario e gesso agricola. A adubacgdo nitrogenada e potassica
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foram realizadas em fevereiro, sendo o nitrogénio aplicado na forma de uréia em uma uUnica

aplicag@o. Cada parcela foi constituida de 7 plantas, das quais 5 foram avaliadas (Figura 8).

DXAAAAAX CXAAAAAX L XAAAAAX .. XAAAAAX...

Figura 8 — Esquema representativo da parcela no campo, onde x representa as plantas de
cafeeiro da bordadura; e A, as plantas de cafeeiro avaliadas

Os tratamentos utilizados foram: Ty - sem adubagdo nitrogenada; T; - 200 kg ha™, que
equivale a 61 g planta” de N (136 g planta™ de uréia); T, - 800 kg ha™' (544 g planta™ de uréia).
O experimento foi implantado em delineamento inteiramente casualizado, com trés tratamentos e
cinco repeticdes, em esquema de parcelas subdivididas no tempo.

A aplicagdo da uréia nas parcelas foi realizada em uma tunica adubagdo no dia 26 de
fevereiro de 2009, com as amostragens efetuadas de mar¢o a junho, num total de cinco coletas,
nos dias 02 de margo de 2009 (4 dias apds a adubacdo - DAAd), 16 de margo de 2009 (18
DAAAJd), 16 de abril de 2009 (49 DAAJ), 28 de maio de 2009 (91 DAAJ) e 14 de julho de 2009
(138 DAAJ).

Para avaliagdo da atividade da enzima RN foram realizadas coletas com 1, 4, 18, 55,91 ¢
138 dias apos a adubacdao (DAAd) com o objetivo de verificar o pico da atividade da RN apds a
aplicagdo do N.

A uréia foi aplicada manualmente, apds sua diluicdo em agua, com a finalidade de simular
uma aplicagdo sob chuva, para evitar as perdas por volatilizagdo. O regime hidrico foi
acompanhado por meio da coleta de dados da estacdo meteorologica automatica e realizou-se 3
irrigagdes nos periodos de déficit hidrico acentuado.

Neste experimento realizou-se as seguintes avaliagdes: (i) concentragdes foliares de N-

total, N-nitrato ¢ N-amoniacal; (ii) aminoacidos totais soluveis e (iii) redutase do nitrato.
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Tabela 4 — Resultados da andlise quimica do solo da area experimental em diferentes profundidades

Profundidade @ pH M.O P K Ca Mg AlI+H SB CTC V B Cu Fe Mn Zn
cm CaCl, gdm® mgdm™® .............mmoledm™.. ... % e mg dm™

0-5 5,1 38 74 52 72 25 40 101,9 1422 71 0,57 48 41 59,9 3,8

5-15 4,9 23 66 53 39 13 38 56,6 951 60 046 98 25 69,1 125

15-25 5,1 21 58 6,1 38 12 31 56,1 87,7 64 041 48 29 60,1 20,8

25-50 5,2 14 9 50 25 8 24 37,3 61,0 61 0,34 2,4 11 22,3 1,8

50-100 5,4 10 5 30 16 5 20 243 442 55 0,35 1,1 5 5,4 0,3

(RAIJ et al., 2001)
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3.2 Material vegetal

Para determinagdo das concentragdes de aminoacidos € macro e micronutrientes coletou-
se o terceiro par de folhas de ramos a meia altura das plantas de cada parcela (Figura 9 A), as
quais foram acondicionadas em saquinhos de tecido voil com ziper, previamente identificadas e,
em seguida, conservadas em nitrogénio liquido (Figura 9 B). As folhas congeladas foram,
posteriormente, armazenadas em freezer a -80 °C, enquanto aguardavam para serem liofilizadas.
Os materiais foram liofilizados sob pressao de 803 bar e a temperatura de -47 °C, durante 24
horas em liofilizador Heto Lab Equipamentos, FD 4.0. e em seguida, moidas em moinho de faca
(Marconi, MA 630) e acondicionadas em frascos de acrilico com tampa de plastico.

Para as analises de redutase do nitrato, urease, clorofila e carotendides foram coletados o
terceiro par de folhas de ramos a meia altura das plantas de cada parcela, as quais foram
acondicionadas em caixas de isopor para transporte ao laboratorio.

Para determinagdo da enzima glutamina sintetase coletou-se o terceiro par de folhas de
ramos a meia altura das plantas de cada parcela. Os materiais coletados foram acondicionados em
envelopes de papel aluminio, previamente identificados e, em seguida, mantidos em nitrogénio

liquido e armazenados em freezer a -80 °C até a realizagdo da analise.

Figura 9 — Coleta de material na area experimental (A) e tambor de N liquido para acondicionar
as amostras de material durante o transporte (B)

3.3 Metodologias
3.3.1 Extracéo e determinacéo da atividade da redutase do nitrato (RN; EC 1.6.6.1)
A determinagéo da atividade da redutase do nitrato (RN) foi feita segundo o ensaio in vivo

modificado por Radin (1974). No experimento na Bahia, as amostras de folhas foram coletadas as
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7:00, 12:00, 17:00 e 22:00 h. Esse procedimento foi adotado para verificar as flutuagdes na
atividade da enzima durante o dia ¢ em cada fase fenologica. As amostras de tecidos frescos
foram coletadas em caixas de isopor e transportadas para o laboratdrio. No experimento feito na
ESALQ, as amostras foram coletadas as 9:00 h, nos dias 1, 4, 18, 55, 91 apos a adubagdo, com a
finalidade de verificar o pico da atividade dessa enzima, depois da aplicagdo do fertilizante.

Para esta analise utilizou-se 100 mg de massa fresca, obtidas em discos foliares,
utilizando-se furador de rolhas (Figura 10 A), os quais foram colocados em tubos de ensaio
contendo 5,0 mL de solug¢do tampao fosfato 50 mM, pH 7,4 + KNO; 200 mM. Esse tampao
possui nitrato, substrato para a enzima RN, que converte nitrato em nitrito. Em seguida, os tubos
de ensaios contendo o material vegetal foram incubados em banho-maria a 37 °C por 30 minutos,
protegidos da luz com folhas de aluminio ao redor dos tubos. Esse procedimento foi utilizado
com a finalidade de padronizar a quantidade de luz recebida pelos tubos.

Apo6s permanecer 30 minutos em banho-maria, os tubos foram retirados e a paralisacao da
reacgao foi feita com a adi¢ao de 1,0 mL de sulfanilamida (58 mM) a 1% em HCI 2N (2 mol L'l) e
a seguir, adicionou-se 1 mL de N-a-naftiletilenodiamina (1,93 mM), que confere coloracao ao
nitrito e permite sua leitura. A leitura de absorbancia da reacdo foi feita em espectrofotdmetro a
540 nm, e a atividade da enzima determinada pela quantidade de nitrito (NO;") produzida, a qual
foi comparada com os valores obtidos em uma curva padrao de nitrito, preparada previamente

com NaNO, 10 pM (Figura 10 B). Os resultados obtidos foram expressos em pmol NO, h™' g

Figura 10 — Procedimentos usados para a avaliagdo de RN. Obten¢do de discos foliares com
furador do tipo rolha (A) e solugdo para obtengdo de curva padrao de nitrito (B)
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3.3.2 Determinacéo da atividade da urease (EC 3.5.1.5)

A atividade da urease foi determinada in vivo segundo metodologia adaptada de Hogan et
al. (1983) e baseada na medida de amonia derivada da hidrélise enzimatica da uréia.

As amostras de tecidos frescos foram coletadas as 9:00 h em caixas de isopor e
transportadas até o laboratoério na fazenda. Posteriormente, 100 mg de massa fresca, obtidas com
discos foliares, que foram colocados em tubos de ensaio contendo 8 mL de tampao fosfato com
uréia (pH 7,4) para determinagdo do teor de NHj3. O tampao foi preparado com NaH,PO4 (0,20
M), Na,HPO4 (0,50 M), n-propanol (0,66 M), uréia (0,21 M). A solu¢do tampao contém n-
propanol, a fim de aumentar a permeabilidade dos tecidos e evitar a formacdo de amoénia pela
presenga de contaminantes microbianos. As amostras foram incubadas em banho-maria a 30 °C
por 3 horas, protegidas da luz com folhas de aluminio ao redor dos tubos, com agitagdo constante.

A determinacdo do N-NHjy foi realizada conforme metodologia descrita por McCullough
(1967). Apos a incubagdo, retirou-se uma aliquota de 0,5 mL do extrato e a amonia retida nos
tecidos foliares foi extraida pela adi¢dao de 2,5 mL do Reagente I: Fenol 0,1 M, nitroprussiato de
sodio (SNP) 170 uM. Posteriormente, adicionou-se 2,5 mL do Reagente II: NaOH 0,125 M +
Na,HPO4.12H,0 0,15 M + NaOCl (3% Cl,). Os tubos foram tampados com bolas de vidro para
evitar a perda de NH; e deixados em banho-maria a 37° C, por 35 minutos ¢ em seguida realizou-
se a leitura colorimétrica da reagdo, em espectrofotdometro a 625 nm. A atividade da enzima foi
determinada pela quantidade de amoénio (NH;') produzida e, os valores obtidos, foram
comparados com uma curva padrdo, previamente estabelecida, utilizando-se NH4Cl como padrao

de aménio. Os resultados obtidos foram expressos em pmol NH;" h™! g”! MF.

3.3.3 Preparo dos extratos para andlise de glutamina sintetase e proteina

Em cada tratamento coletou-se 1,0 g de material vegetal em nitrogénio liquido,
armazenados em freezer a -80 °C. Posteriormente, as amostras foram fracionadas e maceradas em
graal de porcelana, usando uma pequena quantidade de nitrogénio liquido durante a maceragao.
Apbs a evaporagao do N liquido adicionou-se 2,0 mL da solucdo de extracdo, feita com tampao
TRIS — HCI, 50 mM, pH 7,5; Mercaptoetanol, 2 mM; EDTA, 1 mM.

O material foi homogeneizado, transferido para um eppendorf e centrifugado a 10.000

rpm durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf,



44

acondicionado em recipiente com gelo moido e, em seguida, realizou-se a determinagdo da

atividade enzimatica e a concentracao de proteina, conforme descrito nos itens 3.3.4 ¢ 3.3.5.

3.3.4 Determinacao da atividade da glutamina sintetase (GS; EC 6.3.1.2)

A atividade da glutamina sintetase (GS) foi obtida pelo método proposto por Elliott
(1953), o qual explora a atividade biossintética dessa enzima na formacdo de A-glutamil
hidroxamato.

A reacdo ocorreu sob agitacdo continua em banho-maria a 30 °C em tubo de ensaio, no
qual adicionou 0,5 mL de tampao TRIS-HCI 200 mM, pH 7,5; 0,2 mL de ATP 50 mM, pH 7,0;
0,5 mL de glutamato de sédio 500 mM; 0,1 mL de MgSO,’; 0,1 mL de cisteina 100 mM; 0,3 mL
de hidroxilamina 100 mM, pH 7,0 e 0,3 mL de extrato, totalizando 2 mL.

Ap6s o periodo de incubagdo interrompeu-se a reagao pela adicdo de 2,0 mL do reagente
cloreto férrico — FeCl; 123,2 mM, TCA 500 mM, HCI (6 N), 1:1:1, onde se formou um complexo
marrom amarelado como precipitado. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 5.000 rpm,
durante 5 minutos, e no material sobrenadante realizou-se a leitura colorimétrica para determinar
a formac¢do de A-glutamil hidroxamato. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 540 nm, e
a atividade da enzima foi determinada a partir da comparagdo da leitura obtida com uma curva
padrdo, preparada previamente. Para o preparo da curva padrdo, utilizou-se A — glutamil
hidroxamato 15,42 puM/mL — 0,010 g (PM 162,4 g) em 4 mL de agua (Figura 11 A).

Os resultados obtidos para GS foram expressos em umoles A-glutamil hidroxamato

produzido por hora por miligrama de proteina (uM de A-GH h™ mg™' proteina).

3.3.5 Determinacdo da concentracdo de proteina total solivel (PTS)

Para a determinagdo da concentracdo de proteina total soluvel (PTS) empregou-se
metodologia descrita por Bradford (1976). A reacdo foi feita com 20 pL do extrato preparado
conforme o item 3.3.3 adicionados a 1,0 mL de reagente de Bradford e a leitura colorimétrica da
reacdo, realizada em espectrofotometro a 595 nm.

A concentracao de PTS das amostras foi calculada a partir da curva padrao preparada com
albumina de soro bovino (BSA) (Figura 11 B). Os resultados obtidos foram expressos em mg g

de matéria fresca (MF) e utilizados para os célculos da atividade da GS.
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Figura 11 — Solugdo para obteng@o da curva padrao de A-glutamil hidroxamato para determinar a
atividade de GS (A) e solucdo para obtencdo da curva padrdo de albumina de soro
bovino (BSA) para quantificar a concentragao de proteina total soluvel (B)

3.3.6 Extracédo e quantificacdo de aminoacidos totais soltveis (ATS)

O procedimento para extragdo e quantificacdo de aminodcidos foi baseado na técnica de
Bielesky e Turner (1986), com algumas modifica¢des. Para tanto, usou-se 0,2 g de material
vegetal liofilizado, macerado em 2 mL da solugdo de extragio MCW (12 mL de metanol, 5 mL
de cloroformio e 3 mL de agua). Apds overnight, a mistura foi centrifugada a 10.000 rpm por 20
minutos a 4 °C e o sobrenadante misturado a 0,5 mL de cloroformio e 0,75 mL de 4gua. Da fase
hidrossoluvel coletada, retirou-se uma aliquota para diluicio com volume final de 1,0 mL
(completado com agua).

Para a quantificagdo acrescentou-se na solucao de aminoacidos, 500 uL de tampao citrato
+ 200 pL de ninidrina + 1,0 mL de solugdo de KCN. A mistura foi aquecida a 100 °C por 20 min
e, em seguida, resfriada em agua corrente por 10 minutos. Posteriormente, adicionou 1,3 mL de
etanol 60 % na solucdo, e a leitura realizada em espectrofotometro a 570 nm. A concentracao de
aminoacidos foi estimada segundo a curva padrdo de solugdo de Leucina e, os dados, obtidos

expressos em mg g'1 MS.

3.3.7 Determinacéo da concentragdo de pigmentos
3.3.7.1 Determinacéo da quantidade de clorofila a, clorofila b, clorofila total
A determinacdo da quantidade de clorofila baseou-se na metodologia modificada de Lee,

Brammeier e Smith (1987) e Moran (1982). Para tanto, foram usados 10 discos foliares, os quais
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totalizaram aproximadamente 0,1 g de material vegetal fresco de cada amostra. Os discos foram
incubados no escuro a temperatura ambiente em eppendorf com 1,0 mL de N,N-
Dimetilformamida, durante 72 horas. Apods este periodo os pigmentos diluidos na solu¢ao foram
obtidos em espectrofotdmetro a 646,8 e 663,8 nm. Os valores de absorbancia foram aplicados nas
egs. (1) e (2) para determinacdo da quantidade de clorofila a, clorofila b e clorofila total de cada

amostra. A quantidade de pigmento foi expressa em pg mL ™.

Clorofilaa =12 x ABS 663,8 —3,11 x ABS 646.,8 (1)
Clorofila b =20,78 x ABS 646,8 — 4,88 x ABS 663,8 )
Clorofila Total = Clorofilaa+b

3.3.7.2 Determinacao da quantidade de carotenoides

Para determinacdo da quantidade de carotendides foram realizados os mesmos
procedimentos adotados na determinacao da clorofila com exce¢do do comprimento de onda para
leitura no espectrofotdmetro, que neste caso foi 480 nm. Para determinar a quantidade de

carotendides utilizou-se a eq. (3) e o resultado obtido, expresso em pg mL ™.

Carotendides = 1.000 x ABS 480 — 1,12 x Chlor a — 34,07 x Chlor b/245 3)

3.3.8 Determinacao das concentracdes de N-total, N-nitrato e N-amoniacal

As concentragcdoes de N-total, N-NO3™ ¢ N-NH," foram determinados para auxiliar na
compreensdo dos resultados bioquimicos, em particular das atividades das enzimas RN, GS e
urease.

Para determinacdo da concentragdo de N-total, o material vegetal liofilizado, obtido
conforme item 3.2, foi submetido a digestdo sulfurica (JACKSON, 1958), e determinado de
acordo com o método analitico semi-micro Kjeldahl (BREMNER, 1965) (Figura 12).

Para determinagdo das concentragdes de amonio e nitrato nos tecidos utilizou-se a
metodologia relatada por Tedesco, Volkweiss e Bohnen (1985), em que se utiliza a extragao por
KCI 1 M. As determinagdes de amonio e nitrato extraidos foram feitos por destilacdo a vapor
(BREMNER; EDWARDS, 1965), com o destilador modificado conforme descrito por Tedesco e
Gianello (1979).
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Figura 12 — Determinagdo de N total pelo método Kjeldahl

3.3.9 Determinacao das concentracdes foliares dos demais nutrientes

Para determinagdo das concentracgdes foliares de P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, Zn e Cu o
material vegetal liofilizado foi submetido a digestdo nitroperclorica (JOHNSON; ULRICH,
1959). O Fésforo foi determinado por métodos analiticos de colorimetria do metavanadato; o
potassio por fotometria de emissao de chama; o Ca, Mg, Fe, Mn, Zn e Cu quantificados por
espectrofotometria de absor¢do atomica (Association — AOAC, 1975) e o S por turbidimetria do
sulfato de bario (JACKSON, 1958). O B foi analisado apos digestao das amostras por via seca
(calcinacao em mufla a 550 °C) e determinado por colorimetria pelo método da Azometrina-H

(BINGHAM, 1982).

3.3.10 Parametros Fisiolégicos

As medidas de condutancia estomatica da planta foram realizadas em duas épocas na fase
de granacdo, usando um medidor portatil de fotossintese (LC pro+, ADC bioscientific Ltda)
(Figura 13 A). As medigdes foram feitas para verificar a flutuacao dessa variavel durante o dia.
Entretanto, s6 foi possivel fazé-la em uma fase, devido a dependéncia do empréstimo do

equipamento.



Figura 13 — Medidor portatil da condutancia estomatica (A) e plantas da area experimental (B)

3.4 Analises estatisticas

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualisado, no esquema de
parcelas subdivididas no tempo.

Os dados foram submetidos as analises estatisticas utilizando o programa estatistico SAS
— System for Windows 9.1 (SAS INSTITUTE). Foram realizadas analises de regressao para

ajustar modelos matematicos que expliquem o comportamento dos dados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas do solo e clima do Oeste baiano

O solo da area experimental ¢ considerado de textura média (Tabela 2). Na implantacao
do experimento, em agosto, o solo apresentava, na camada de 0 a 20 cm: 25 g dm™ de matéria
organica; pH acido (4,7); teor muito alto de P (114 mg dm™); médio de K (2 mmol, dm™); A’
igual a 3 mmol. dm™; 31 mmol. dm™ de acidez potencial (H+Al); e 8 % de saturagio por
aluminio. O solo apresentava teores altos de Ca (23 mmol, dm™); Mg (9 mmol, dm™) e S (10
mmol. dm™) (RAIJ et al., 1996). Foram aplicados na area 3 t ha™' de calcario, 400 kg ha™ de
gesso e 500 kg ha™' de K,O (Tabela 3). Além disso, forneceu 2,5 toneladas de esterco de galinha e
3 toneladas de casca de café.

O solo apresentava 1.080 mg dm™ de N total, que equivale a 2.160 kg ha” de N na
camada de 0 a 20 cm. No entanto, a maior parte (95 %) ndo estd disponivel as plantas porque
encontra-se na forma organica (R-NH;). Para que seja absorvido pelas plantas e microrganismos,
os compostos nitrogenados devem ser transformados em formas inorganicas (NH; e NO3) pela
oxidagcdo microbiana, mediante a mineralizacdo e nitrificacdo. O potencial de mineralizagdao
depende, além do contetido no solo, do ambiente ¢ da natureza quimica da matéria organica
(SIQUEIRA; FRANCO, 1988). Estudos indicam que 2 a 4 % do N-organico total do solo ¢
mineralizado por ano.

Quanto aos micronutrientes, o solo apresentava teores altos de B (0,74 mg dm™), Cu (9,6
mg dm>) e Zn (3,6 mg dm™) e médio de Mn (3,1 mg dm™) (Tabela 2). O cafezal foi,
periodicamente, adubado com micronutrientes nas folhas para suprir as necessidades da planta
(Tabela 3).

Os fatores climaticos, como a temperatura, precipitacdo, umidade do ar, luminosidade e
fotoperiodo afetam significativamente o desenvolvimento e a produtividade das plantas
(MORAES, 1963). Os cafeeiros sao plantas perenifolias e formam folhas praticamente o ano
todo, desde que haja disponibilidade de 4gua e temperatura suficiente (CARR, 2001). O Oeste
baiano apresenta caracteristicas climaticas peculiares, diferentes das regides tradicionais
produtoras de café, como Minas Gerais e Sao Paulo. Na regido o regime de chuvas ¢ concentrado
entre os meses de novembro e maio, como na safra 2008/2009, em que a precipitagao foi,

aproximadamente, 1.260 mm (Figura 5). O periodo de abril a outubro ¢ marcado por seca,



50

quando a irrigagdo € indispensavel. No entanto, a irrigagdo ¢ realizada também na época chuvosa,
devido as condigdes favoraveis a transpiracdo, em solos com baixa capacidade de agua
disponivel.

A disponibilidade hidrica além de atender a demanda transpiratéria, influencia também as
atividades metabolicas, como a termorregulagdo; manutencao da turgescéncia e da estrutura de
moléculas; assim como o crescimento celular (MARENCO; LOPES, 2005). A agua encontrada
no xilema e floema funciona como meio de transporte de minerais e fotoassimilados. A
turgescéncia ¢ essencial para a expansao celular e crescimento (MARENCO; LOPES, 2005), em
especial na fase de expansao rapida dos frutos (RAMIREZ et al., 2002), quando sdo elevadas as
taxas de acimulo de macro e micronutrientes nos frutos (LAVIOLA et al., 2007b).

Além das condigdes de solo e 4gua, a temperatura influencia as atividades metabdlicas das
plantas. Tecidos em crescimento raramente sobrevivem a temperatura superior a 45 °C. Sob altas
temperaturas a fotossintese ndo consegue repor o carbono usado como substrato na respiracao,
com redu¢do das reservas de carboidratos. Além disso, o aumento das temperaturas reduz a
estabilidade das membranas e causa desnaturagdo de enzimas e proteinas.

Na area experimental a temperatura minima foi igual a 9,9 °C no més de julho/09 e a
temperatura maxima 37 °C no més de outubro/08 (Figura 5). A temperatura média no periodo foi
23 °C, considerada adequada para o desenvolvimento da cultura, pois segundo Rena e Maestri
(1985), a temperatura 6tima para assimilagdo de CO, pelo cafeeiro varia entre 20 ¢ 30 °C. Lima
(2006) observou que a 24 °C ocorre a maxima taxa de fotossintese ¢ ha decréscimo de 10 % na
taxa a cada aumento de 1 °C na temperatura. Com o aumento da temperatura, aumenta o
transporte da solucao do solo, com maior absor¢do e acimulo de ions. H4 também incremento do
metabolismo nas raizes, acelera¢do da atividade respiratoria da planta e maior produgdo de ATP,
energia que sera utilizada na absor¢dao de ions (MARENCO; LOPES, 2005). No entanto,
temperaturas superiores a 30 °C, por periodo prolongado, causam danos as folhas e abortamento
dos botdes florais (CAMARGO, 1985). Em contrapartida, em temperaturas menores a taxa de
absor¢ao dos minerais da solugdo do solo ¢ reduzida, por diminuir a velocidade de transporte de
nutrientes e fotoassimilados nos tecidos, bem como inibe as atividades que necessitam de energia
metabolica (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A luz ¢ a fonte primaria de energia dos seres fotossintetizantes (TAIZ; ZEIGER, 2004). A

quantidade de luz e intensidade de brilho solar atua diretamente sobre a geracdo de energia para
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as c¢lulas e influencia as respostas fisioldgicas e bioquimicas das plantas. O Oeste baiano ¢
marcado por maior quantidade de horas de brilho solar, comparativamente as regides cafeeiras
tradicionais. Isto acontece porque as chuvas sdo mais concentradas no ano e ¢ menor a

nebulosidade associada aos periodos chuvosos.

4.2 Metabolismo do N — Oeste baiano

Neste experimento houve interagdo significativa entre dose de N e fenologia do cafeeiro
para as variaveis: N foliar, aminoacidos totais soluveis (ATS), nitrato, glutamina sintetase e
urease (Tabelas 5).

As aplicacdes de N iniciaram em agosto, apés a colheita, quando a planta apresentou a
menor concentragdo do nutriente na fase vegetativa (VG) (Figura 14), o que pode ser atribuida a
remobilizagdo de compostos nitrogenados para os frutos colhidos anteriormente. O aumento na
concentracao foliar de N verificado na antese pode ser oriundo de compostos nitrogenados como
aminoaciodos e reguladores de crescimento que se acumulam durante o outono/inverno nas
raizes, caule e ramos, os quais se redistribuem para os drenos no inicio da primavera (AMARAL,
1991; DAMATTA; AMARAL; RENA, 1999). Ressalta-se também que na antese, observaram-se
as maiores temperaturas (Figura 5), disponibilidade de 4gua (irrigacao e inicio das chuvas), o que
favorece a absor¢@o e o transporte do N para as folhas. Nesta fase foi observada a maxima
concentracao de N foliar, independentemente da dose de N (Figura 14).

A partir da fase de fruto chumbinho (CH) observa-se redugdo na concentragdo de N foliar
(Figura 14), devido a transloca¢do do nutriente para o crescimento dos frutos nos estadios
seguintes: expansao rapida (ER) e granagdo (GR). O maior requerimento de N por ocasido da
formacao dos graos explica-se pela sua fungdo como constituinte de aminodcidos e proteinas.
Além da menor concentragdo foliar de N observada na fase vegetativa, constata-se que esta volta
a ser reduzida apo6s a fase de fruto chumbinho, atingindo concentragdes minimas na segunda
avaliagdo da granagdo (GR;), em conseqiiéncia da intensa demanda por nutrientes e
fotoassimilados, observada por Astolfi et al. (1981) e Rena, Barros e Maestri (2001). Esta
observagao pode ser feita, em particular, nessa safra (2008/2009) em que a produtividade variou
entre 39 a 72 sacas ha”' (Figura 21). O aumento da concentragio de N foliar a partir da granagdo
até a maturagdo se deve a reducdo da demanda dos frutos, que nesta fase ndo ¢ dreno intenso de

N.
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Em relagdo a dose de N, as respostas significativas ocorreram nas fases de antese,
granacao ¢ maturacgao (Figura 14). Nas fases de vegetagdo e chumbinho as maiores concentragdes
de N foliar foram obtidos com aplicagdo de 30,8 e 138,8 kg ha™, respectivamente, equivalente ao
tratamento com 400 kg ha™', o que indica que a aplicagdo de doses de N superior a 400 kg ha

ndo incrementa a concentragdo de N foliar e, portanto, seria desnecessaria.
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Figura 14 — Concentragdo de N em folhas de cafeeiro em func¢do do tempo decorrido em relagdo a
antese em cada dose de N (kg ha™) (/[\ - inicio e fim da aplicagdo)

A menor significancia da aplicacdao de diferentes doses de N na concentracdo de N foliar
(Tabela 5) pode ser justificada pelo manejo do cafezal nos anos anteriores e pelo estado
nutricional do cafeeiro antes da implantacdo do experimento, quando apresentava concentracao
de N entre 24 ¢ 27 g kg™ (Figura 14; VG). A 4rea experimental recebeu aproximadamente 600 kg
ha™ ano™ de N nas safras anteriores a implantagdo do experimento, além de aplicagdes de fontes
organicas (esterco de galinha e palha de café¢) (Tabela 3), cujo N pode ter sido disponibilizado
durante a execucao do experimento. As folhas apresentaram concentracdes de N consideradas

adequadas somente na antese e no periodo de fruto chumbinho (29 a 32 g kg™') (MALAVOLTA;
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VITTI; OLIVEIRA, 1997). Nas demais fases, apesar das concentragdes serem inferiores, nao

foram constatados sintomas visuais de deficiéncia de N.

Tabela 5 — Resumo do nivel de significancia para os fatores dose, fenologia e para a interagao
dose vs fenologia

Variavel Dose Fenologia  Interacdo Dose Vs Fenologia
N foliar 0,0250*  <0,0001* 0,0446*
ATS <0,0001*  <0,0001* <0,0001*
NO;5 0,4904 <0,0001* <0,0001*
NH," 0,1414 <0,0001* 0,2248
GS 0,1007 <0,0001* 0,0017*
Urease 0,7524 <0,0001* <0,0001*
Carotenoides 0,8355 <0,0001* 0,7879
Clorofila a 0,1138 <0,0001* 0,7664
Clorofila b 0,2568 <0,0001* 0,7561
Clorofila total 0,1161 <0,0001* 0,7867
Produgao 0,0656A

* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05) e A significativo ao nivel de 10 % de probabilidade
(p<0,05)

Tabela 6 — Médias das variaveis em razao das fases fenologicas

Variaveis VG Antese CH GR; GR, MA
N foliar 25,7d 30,6 a 28,8 b 26,9 cd 27,7 be 28,3 be
ATS 1,008 ¢ 1,417 a 1,511 a 1,089 be 1,205 b 1,096 be
NO;5 66,7 ¢ 108,8 ab 1256 a 109,3 ab 118,5 ab 93,7 bc
NH," 56,0 cd 574 cd 93,4b 66,4 ¢ 114,6 a 42.8b
RN 0,523a 0,286¢ 0,255¢ 0,398b 0,241c 0,255¢
GS - 55,8b 54,7b 143,1 a 68,6 b 7420
Urease 3,7b 25¢c 19¢ 4.8 ab 52a -
Carotenodides 2,31b 1,88 ¢ 193¢ 2,19b 2,63b 2,64 a
Clorofila a 10,29 a 8,63b 8,94 b 9,4 ab 10,5 a 9,52 ab
Clorofila b 3,38Db 295¢ 281 ¢ 2,82 ¢ 3,78 a 3,42 b

Clorofila total 13,68 a 11,57 b 11,74 b 12,22 b 1429a 12,94 ab

* as médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade

A concentragdo foliar de aminoacidos seguiu 0 mesmo padrao da concentracdo de N
foliar, com variagdo nas fases fenologicas da planta (Tabela 6) o que indica que parte do N
armazenado nas folhas ocorre nesta forma. A maior concentragdo de aminoacidos nas folhas
ocorreu na antese € as menores concentragdes no periodo entre a GR, e a maturagao dos frutos

(Figura 15) quando, provavelmente, foram realocados para o crescimento ¢ formagao dos graos.
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As folhas velhas e as senescentes hidrolisam grande parte de suas proteinas e degradam outros
compostos nitrogenados para o desenvolvimento de frutos e sementes, os quais recebem a maior
parte do N na forma de aminoacidos, translocados pelo floema (MOROT-GAUDRY; JOB; LEA,
2001), razdo da redugdo na concentragdo de aminoacidos foliares nas fases finais de
desenvolvimento do fruto, constatados na presente pesquisa. Ressalta-se que a aplicagdao de 400,
600 e 800 kg ha™' de N, integralmente aplicadas na fase de maturagdo, aumentou a concentragio
de aminoacidos nesta fase, o que ndo aconteceu quando o N nao foi aplicado ou pela aplicagao de
200 kg ha”, em que foram observadas as menores concentragdes de aminoacidos, com valores
proximos a 0,67 mg g™ MS na maturagdo (Figura 15).

A dose de N aumentou a concentragdo de aminoacidos nas folhas em todas as fases de
frutificagdo (Figura 15; Tabela 5). O aumento da concentracdo de N e aminoacidos com o
aumento da dose de N aumentou na produtividade, somente até a aplicacdo de 400 kg ha™' de N

(Figura 21).
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Figura 15 — Concentracdo de aminoacidos em folhas de cafeeiro em fungao do tempo decorrido
em relagdo a antese em cada dose de N (kg ha™)

As plantas apresentaram variagdo na concentragdo de nitrato e amoOnio nas fases
fenologicas avaliadas (Figura 16 A, Tabela 6). As maiores concentragdes de nitrato ocorreram

entre as fases de chumbinho e granacdo (GR;). A concentracdo de nitrato € crescente até a
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primeira avaliacdo na granacdo (GR;), com concentracdo foliar méxima aos 126 dias apos a
antese, quando também constatou um pico na atividade da RN (Figura 17 B), o que se explica
pelo fato do nitrato ser substrato para a referida enzima. A atividade da RN leva a formagao de
nitrito que € convertido rapidamente a amonio, como constatado na figura 16 B, em que se
observou que a maior concentracdo de amonio na granagdo (GR») se da logo apds a fase em que

houve maior acimulo de NOj;™ e do pico da atividade de RN também na granagao (GR)).
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Figura 16 — Concentragio de NO;™ (A) e NH,; (B) em folhas de cafeeiro em fungio da
fenologia da planta

Nas fases fenoldgicas houve variagao da atividade da RN em razdo da hora de avaliagao
(Tabela 6; 7). As maiores atividades da enzima foram obtidas as 12:00 h (0,44 umol NO, h™' ¢!
MF), seguida pelas médias obtidas as 7:00 h (0,33 umol NO, h™' g MF), as quais diferiram da
avaliagdo as 17:00 h (0,25 pmol NO, h™' g MF) e as 22:00 h (0,22 pmol NO, h™' g MF), que
ndo diferiram entre si (Figura 17 A). Portanto, pode-se dizer que a intensidade de luz e a
temperatura ao meio-dia aumentaram a atividade da enzima, que ¢ ativada pela luz, além de
carboidratos e outros fatores ambientais, que estimulam a fosfatase, que desfosforila residuos de
serina na RN e promovem sua ativagdo (TAIZ; ZEIGER, 2004; KAISER et al, 2002). Estes
dados nao corroboram os dados obtidos por Netto (2005), que trabalhou com mudas de cafeeiro,
o qual obteve maior atividade da enzima RN as 22:00 h. Carelli, Fahl e Magalhaes (1990) e
Queiroz et al. (1993) também obtiveram maior atividade da enzima no periodo noturno. Ressalta-
se que estas pesquisas foram realizadas com mudas e tais dados foram utilizados para afirmar que
o cafeeiro difere da maioria das plantas. No entanto, pelos dados obtidos na presente pesquisa,

verifica-se que o cafeeiro adulto comporta-se como a maioria das plantas, ou seja, a atividade da
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RN ¢ superior na luz (12:00 h). Observa-se ainda que a maior atividade da enzima RN foi obtida
com a aplicagio de 800 kg ha™ e ndio houve variagio significativa nas demais doses (Figura 17

A).

Tabela 7 — Resumo do nivel de significancia para os fatores dose, hora, interacdo dose Vs hora,
fenologia, interagdo fenologia vs hora e interagdo fenologia vs hora vs dose para a
enzima redutase do nitrato (RN)

Dose 0,0110 * Intera¢ao Hora vs Dose 0,1265
Hora <0,0001* Interagdo Hora vs Fenologia <0,0001*
Fenologia <0,0001* Interagdo Dose vs Fenologia 0,2320
- - Interagdo Fenologia vs Hora vs Dose 0,2179

* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05)

A maior atividade da enzima RN foi obtida na fase de vegetagdo (0,52 pmol NO, h™' ¢!
MF) (Figura 17 B; Tabela 6), logo apo6s as duas primeiras fertilizagdes com N iniciadas em
agosto (VG), quando foi observado a menor concentragio de N foliar (25,7 g kg') .A elevada
atividade da enzima nessa época pode ser explicada pela assimilagdo do NOs3™ armazenado nas
raizes, caules e ramos ou absorvidos diretamente do solo com as primeiras aplicacdes, ja que a
concentragdo de nitrato nas folhas na fase VG foi a menor (66,7 mg kg') em relagdo as demais
fases fenologicas. A absor¢do de nitrato ¢ mais intensa antes da floragdo e no inicio da maturagao
dos frutos (CARVAJAL; ACEVEDO; LOPEZ, 1969). Na fase anterior a antese ha uma intensa
demanda de nutrientes para o desenvolvimento dos botdes florais, o que exige rapido transporte
de metabdlitos, como compostos nitrogenados, das folhas mais proximas e fotossinteticamente
ativas, o que explicaria, em parte, a superioridade da atividade da RN na fase vegetativa (Figura
17 B).

A reducdo da atividade da RN na fase chumbinho ndo aconteceu por falta de substrato
(NO5"), cuja concentragio foliar foi igual a 125,6 mg kg (Figura 16 A; Tabela 6). Além do pico
na fase vegetativa, houve novo pico de atividade da enzima na GR; aos 126 DRA, provavelmente
para atender a demanda por novos aminodcidos, uma vez que a concentracao destes compostos
reduziu nesta fase fenologica. A verificagdo do pico de atividade da RN entre fruto chumbinho e
a GR,, periodo de desenvolvimento dos frutos, corrobora os dados obtidos por Carelli, Fahl e

Magalhaes (1989).
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Na segunda avaliacdo da granagdo (GR, — 168 DRA) a atividade da RN reduziu
novamente (Figura 17 B). Esta observacdo pode ser explicada pelo acumulo de amdnio, que
atingiu a maior concentragdo foliar nesta época (114, 6 mg kg'), e que pode ter inibido a
atividade da RN.

Entre a GR; e a maturacao dos frutos, a atividade da RN foi a menor (0,24 umol NO, h!
g' MF) e praticamente ndo variou no periodo, provavelmente para suprir a demanda de
aminodcidos pelas folhas, como sugere o aumento do composto (Figura 15). Houve uma redugao
da concentra¢do de amdnio na fase de maturacao dos frutos (Figura 16 C) que provavelmente foi
convertido a aminoacidos (Figura 15). Esta afirmagdo ¢ sustentada pelo aumento acentuado de
aminoécidos, nas doses 400, 600 ¢ 800 kg ha” de N, compostos nitrogenados resultantes da
assimilacdo do amoénio pela GS.

O aumento da atividade da RN apartir de outubro também foi observado por Freitas et al.
(2007). Para estes autores, tal constatagdo se deu pela elevagdo da temperatura e em razao da
manutengdo da concentragdo de nitrato nas folhas. Na presente pesquisa, os dados obtidos
corroboram o aumento da atividade da RN a partir de outubro, entre CH e GR; (Figura 17 B),
assim como as suas causas: elevacdo da temperatura minima (18 °C) (Figura 5) e maior

concentracao de nitrato (Figura 16 A).
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Figura 17 — Atividade da enzima redutase do nitrato em folhas de cafeeiro em fungdo do tempo
decorrido em relagdo a antese em 4 horas do dia (A) e em cada dose de N (B)

A atividade da glutamina sintetase (GS) apresentou interacao significativa entre a dose de

N e a fase fenologica (Tabela 5). As maiores atividades da GS foram obtidas na granacdao (GR;)
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para todas as doses de N. Esta maior atividade pode ter sido estimulada pela concentracdo de
amonio presente nas folhas nesta fase, conforme observado na figura 16 B. Este amonio pode se
originar da fotorrespiracao, da absor¢ao do solo ou resultar da atividade da RN, que foi maior na
GR; (Figuras 17 B). Além disso, a maior atividade da GS na GR, pode ser conseqiiéncia da
elevada atividade da urease (Figura 19), cujos produtos da a¢do desta enzima sdo o amonio € o
CO,, conforme relatado por Dixon et al. (1975).

As menores atividades da GS na antese e a partir da granacao (Figura 18) apresentam
comportamento semelhante ao constatado para a atividade de RN, quando também foram
observadas atividades inferiores da enzima (Figura 17 B). A queda na atividade a partir da
granacao (GR, e MA) pode ser atribuida a redug¢do na isoforma GS2, que como outras enzimas
cloroplastidicas, sofre hidrolise preferencial durante essa fase (OAKS; HIREL, 1985 ). A
atividade da GS aumentou no tratamento sem N a partir da granagdo (GR;), observacdo sem

significagdo bioldgica.
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Figura 18 — Atividade da enzima glutamina sintetase em folhas de cafeeiro em fun¢do do tempo
decorrido em relagdo a antese em cada dose de N

Para a atividade da enzima urease houve interacdo significativa entre a dose de N e a

fase fenologica do cafeeiro (Tabelas 5).
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A maior atividade de urease foi observada nas fases de granacdo (GR; e GR,) (Figura
19), quando observou maior concentracdo de amonio (Figura 16 B), que pode originar, entre
outros processos, da atividade da urease, a qual catalisa a hidrolise da uréia para formar amonio e
CO, (DIXON et al., 1975). A absor¢ao da uréia, associada ao seu acumulo pelo catabolismo de
ureideos, alantoato, alantoina e arginina (Figura 3) estimula a acdo da urease. A atividade desta
enzima permite aos organismos a utilizacdo da uréia absorvida ou gerada internamente como
fonte de N (MOBLEY; ISLAND; HAUSINGER, 1995). O amonio gerado pela urease pode ser
incorporado ao glutamato e formar glutamina, pela enzima GS (Figura 3), o que pode ser
confirmado pela maior atividade de GS no mesmo periodo (granacdo) em que a atividade da

urease foi superior. Nao foi encontrado estudos da atividade de urease em cafeeiros.
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Figura 19 — Atividade da enzima urease em folhas de cafeeiro em funcdo do tempo decorrido
em relagdo a antese em cada dose de N

A concentragdo de clorofila a, b e total ndo respondeu as doses de N, mas variou em
relagcdo as fases fenologicas (Tabela 5; 6). A maior concentracdo de clorofila foi observada nas
GR; (Figura 20). Estes dados a principio contrariam o esperado, pois a concentragao de clorofila
normalmente se correlaciona com a concentracao de N foliar (REIS et al,, 2009), o que nado foi
constatado neste trabalho (Figura 14). A concentracdo reduzida de clorofila na fase de fruto

chumbinho, quando verificou a maior concentragdao de N foliar, pode ser explicada, em parte,
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pela concentragdo limitante de Mg nas folhas, uma vez que o valor médio deste nutriente foi 2,8 g
kg (Figura 30), concentragdo considerada inferior 4 adequada (4 a 4,5 g kg™") (MALAVOLTA;
VITTI; OLIVEIRA, 1997). A clorofila tem uma complexa estrutura em anel tipo porfirina com
um atomo de Mg coordenado no centro de 4 4&tomos de N.

A concentracdo de carotendides seguiu 0 mesmo padrao da concentragdo de clorofila, com
diferencas significativas somente nas fases fenologicas, verificando maior concentragdo no final
de frutificacao (Figura 20).

Vale ressaltar que as plantas ndo apresentaram sintomas visuais de deficiéncias de N em

nenhuma das fases fenologicas durante a pesquisa.
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Figura 20 — Concentracdo de clorofila a, b e total (A), concentragdo de carotendides (B) em
folhas de cafeeiro em fungdo do tempo decorrido em relagdo a antese

Na tabela 8 sdo apresentadas as equacdes de regressao para as varidveis relacionadas ao

metabolismo do N. Para cada uma das doses foram ajustados modelos matematicos.
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Tabela 8 — Equagoes de regressao da variagdo nas concentragdes de N, ATS, PTS, NOs5’, NH,' e
Urease em folhas de cafeeiros em fun¢do do tempo decorrido em relagdo a antese
(dias) em 5 doses de N aplicado (kg ha™)

Variavel g;sﬁaﬂs N Modelo R?
0 ¥ = 28,073+0,0335x-0,000425x°+0,00000105x" 0,600
200 ¥ = 28,762+0,0234x-0,000445x°+0,00000127x" 0,975
N 400 ¥ = 29,557+0,0217x-0,000513x%+0,00000155x> 0,865
600 ¥ =29,136+0,0146x-0,000385x>+0,00000127x> 0,661
800 ¥ = 31,004+0,0375x-0,000635x°+0,0000018 1% 0,405
Aminodci 0 g = 1,15478+O,00283x-0,00004626x2+0,000000108x3 0,994
4o total 200 § = 1,136+0,00248x-0,00001 54x° 3 0,857
<olivel 400 § = 1,359+0,00218x-0,0000415%°-0,0000001 19 0,726
(ATS) 600 § = 1,648+0,00449x-0,0000877x+0,000000247x" 0,782
800 ¥ = 1,726+0,00443x-0,00008 12x%+0,000000239x 0,716
0 9 = 3,238-0,0103x+0,0000839x°+0,000000279x° 0,955
Proteina 200 9 = 2,692-0,0147x+0,000328x%-0,00000101x> 0,897
total solavel 400 9 =5,785-0,115x+0,000981x>-0,00000217x" 0,976
(PTS) 600 ¥ =5,290-0,0718x+0,000531x%-0,00000101x> 0,997
800 ¥ = 2,635+0,0999x-0,00103x*+0,00000256x" 0,954
NO; 9 = 100,876+0,373x-0,0016x" 0,784
NH," ¥ = 67,716+0,239x+0,00100x°-0,00000827x" 0,571
0 ¥ = 2,461-0,00529x+0,000135x" 0,949
200 9 = 2,11609-0,199x+0,000215x>+0,000000437x° 0,989
Urease 400 ¥ = 1,700+0,00367x+0,000690x-0,00000380x> 0,611
600 ¥ = 1,874-0,0215x+0,000273x* 0,854
800 ¥y = 1,866+0,0134x+0,000707x%-0,00000419x> 0,751

A produtividade variou com a dose de N a 10% de probabilidade (Figura 21; Tabela 5). A
utilizagdo de maior nivel de significancia se deve as caracteristicas fisioldgicas do cafeeiro, sendo
comum observar em campo plantas com baixa e alta producdo, o que provoca altos coeficientes
de variacdo. O cafeeiro completa seu ciclo reprodutivo em dois anos. No primeiro ano a planta
apresenta maior taxa de crescimento vegetativo (crescimento dos ramos), enquanto no segundo
ano o crescimento vegetativo ¢ reduzido e destina os fotoassimilados e minerais a produgdo de
flores e frutos, nos ramos crescidos no ano anterior. Assim, a adubagao realizada num ano exerce
grande influéncia na produ¢do do ano seguinte.

Em cafeeiros, como na presente pesquisa, implantados em regido com temperatura média
de outono/inverno maior que 22 °C, fertirrigado ao longo do ano e densidade superior a 5.000

plantas por hectare, a produtividade esta relacionada com nimero de individuos por hectare, uma
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vez que a producgdo por planta € baixa, aproximadamente 5 litros por planta. Estas condigdes
diferem das regides cafeeiras tradicionais do Estado de Minas Gerais e Sdo Paulo.

Do exposto, pode-se admitir que os cafeeiros do Oeste baiano, por produzirem menor
quantidade de frutos por planta, vegetam o suficiente para produzirem bem anualmente, quando
as condigdes ambientais forem favoraveis e houver suprimento adequado de nutrientes.

A elevada produtividade nas plantas sem fornecimento de N (39,4 sacas ha™) (Figura 21)
pode ser conseqiiéncia das adubacdes de 600 kg ha™ nos anos anteriores a instalacio da pesquisa,
bem como pelo N fornecido pela mineralizacio de substancias orgéanicas naturais do solo
(matéria organica ndo estabilizada e organismos), ¢ também pelo N introduzido na éarea
experimental na forma de esterco de galinha e palha de café.

A produtividade do cafeeiro respondeu a aplicagio de 400 kg ha™ de N, néo diferindo do
fornecimento de 600 e 800 kg ha”' (Figura 21), com risco de prejuizo as plantas pelo
fornecimento de 800 kg ha'. Uma explicagdo & auséncia de resposta as doses superiores a 400 kg
ha' de N, se deve a competi¢do da assimilacdo de N com a fotossintese, por carboidratos e

energia, que pode ser entendida pela lei dos rendimentos decrescentes.
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Figura 21 - Produtividade das plantas em funcdo das doses de N aplicado. Equacdo de
regressdo: ¥ =35,525+ 0,119 x - 0,0001 x> (R2 =0,77)
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4.3 Concentracdes foliares de macro e micronutrientes — Oeste baiano

As concentragdes de macronutrientes nas folhas variaram em fun¢do da fenologia da

planta para todos os macronutrientes (P, K, Ca, Mg e S). Nao foi verificada variagdo nas

concentracdes com a dose de N (Tabela 9).

Tabela 9 — Resumo do nivel de significancia para os fatores dose, fenologia e interacao dose Vs

fenologia
Variavel Dose Fenologia Interagdo Dose vs Fenologia
P 0,4365 <0,0001* 0,5703
K 0,1807 <0,0001* 0,6388
Ca 0,1431 <0,0001* 0,8736
Mg 0,7259 <0,0001* 0,1669
S 0,9608 <0,0001* 0,3502

* significativo ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05)

O fosforo (P) desempenha importantes fungdes nas plantas, como a geragdo de energia,
sintese de acidos nucléicos, fotossintese, glicolise, respiragdo, sintese e estabilidade de
membranas, ativagdo e inativacdo de enzimas, reagdes redox, sinalizagdo, metabolismo de
carboidratos e nitrogénio (VANCE et al., 2003).

Na presente pesquisa, verificou-se variagdo nas concentracdes de P nas diferentes fases
fenologicas do cafeeiro. A maior concentragdo de P foi observada na granagdo e maturagdo
(Figura 22; Tabela 10), o que indica que houve adequado suprimento de P pelo solo e a taxa de
absor¢do do nutriente pelas raizes foi suficiente para atender a demanda dos frutos e folhas, uma
vez que a partir da fase chumbinho as concentracoes de P sdo consideradas adequadas (1,6 a 1,9 g

kg) (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

Tabela 10 — Média da concentragdo de macronutrientes em razao da fase fenologica

Nutrientes VG Antese CH GR1 GR2 MA
P 1,48 ¢ 1,51 ¢ 1,60 cb 1,72 ab 1,84 a 1,77 a
K 21,40 a 22,10 a 21,29 a 21,33 a 19,20 b 19,05 b
Ca 12,78 b 10,62 ¢ 7,47d 10,69 ¢ 12,51 b 14,45 a
Mg 3,06 be 2,71 ¢ 2,80 ¢ 3,05¢ 3,27b 3,80 a
S 1,80 b 2,08 a 222a 1,89 b 2,11a 2,13 a

*médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si a 5% probabilidade.
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O Potassio (K) ¢ o elemento mineral mais abundante na planta, armazenado no vactolo
como ion livre, atua na regulacdo da pressdo osmotica das células e € requerido na ativagdo de
diversas enzimas essenciais a sintese de compostos organicos, incluindo agucares soluveis e
amido (MARSCHNER, 1995; MARENCO; LOPES, 2005) cuja sintese aumenta com a
maturagao dos frutos. Além disso, este nutriente participa do transporte pela membrana de outros
ions e da abertura de estomatos, entre outras fungoes.

No periodo avaliado, foi observada maior concentracdo foliar do K nas fases de
vegetacao, antese, chumbinho e GR;. Posteriormente, ha intensa redugao na GR, e maturacao
(Figura 22; Tabela 10). Esta constatacdo ¢ explicada pela elevada demanda dos frutos e alta
mobilidade do K, com remobilizagdo do nutriente das folhas para os frutos nas fases finais de
desenvolvimento dos mesmos, particularmente, a partir GR,, fase final de desenvolvimento dos
frutos (MARSCHNER, 1995; EPSTEIN; BLOOM, 2006). Esta grande demanda na fase de
granacdo sugere a necessidade de aplicacdo deste nutriente no periodo que antecede a fase de
enchimento dos graos, que pelo presente experimento pode ocorrer at¢é o més de janeiro. As
concentracdes de K ndo alcancaram niveis suficientes para a nutri¢ao da planta, mesmo nas fases
que apresentaram os maiores valores deste nutriente, uma vez que a classe adequada varia entre a

22a25¢g kg'1 (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).
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Figura 22 — Concentragdes foliares de P e K em folhas de cafeeiro em fun¢do do tempo decorrido
em relacdo a antese, nas fases fenologicas da planta (vegetagdo, antese, chumbinho,
granacao e maturagao)
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O calcio (Ca) na planta tem fungdo estrutural, ¢ regulador enzimatico e mensageiro
secundario (MALAVOLTA, 2006). O Ca ¢ essencial para a manutencdo da integridade estrutural
¢ funcional da membrana e¢ da parede celular, com fun¢do na composi¢do estrutural de
macromoléculas. A maior parte deste nutriente esta localizada nas paredes celulares (apoplasma).
Seu papel na ativacdo enzimadtica se da por meio do aumento na concentragcdo desse cation no
citosol, que ativa as calmodulinas que, por sua vez, ativam numerosas enzimas. O Ca auxilia
também na abertura do estomato e interage com o K nas relagdes osmoticas das células
(EPSTEIN; BLOOM, 2006); atua na absor¢do idnica e tem papel na conversdao de sinais vindos
do ambiente. Estresses abidticos e bidticos causam aumento na concentragdo de calcio no
citoplasma.

No experimento, as maiores concentragdes de Ca foram verificados na fase de vegetagao,
GR; e maturagao (Figura 24). Por sua vez, as menores concentracdes foram observadas na fase de
fruto chumbinho, o que corrobora os dados obtidos por Chaves (1982), o qual relatou que em
folhas de ramos com frutos, os teores do nutriente foram mais baixos nas primeiras fases do
desenvolvimento do fruto. Este nutriente apresenta baixa mobilidade no floema e seu suprimento
aos frutos e folhas depende da absor¢ao do solo. No solo, o Ca ¢ transportado por fluxo de massa
e ¢ altamente dependente do teor de agua. Na planta, o transporte desse ion é dependente da
abertura estomatica, que ¢ reduzida sob altas temperaturas. Quando os estomatos estdo abertos, a
planta perde agua pela transpira¢do, o que incrementa a absor¢do de Ca e de outros nutrientes
pelas raizes. No municipio de Luiz Eduardo Magalhdes, constatou-se que a transpiracdo €
reduzida no periodo da tarde (Figura 23). Além disso, verificou-se maior temperatura em outubro
(Figura 5), durante a antese, quando as concentragdes foliares de Ca foram reduzidas. Laviola
(2007a) observou intenso acimulo nos frutos na fase de chumbinho, o que indica que o
suprimento deste nutriente pode nao ter sido suficiente para atender a demanda dos frutos e folhas
que cresceram neste periodo. Outra explicagdo possivel para a redu¢ao da concentragao foliar nas
fases de antese e chumbinho estd relacionada com a for¢a dreno dos 6rgdos em crescimento

(folhas jovens, flores e principalmente os frutos).
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Figura 23 — Condutancia estomatica em folhas de cafeeiro em fung¢@o da hora do dia, realizadas
nas duas épocas de avaliacao da granagao (GR; e GR»)

As principais fungdes do magnésio no metabolismo da planta estdo relacionadas a
clorofila, ativagdo de enzimas e “carregador” do P. Aproximadamente 10 % da concentracdo de
Mg foliar estd presente na clorofila. O Mg ¢ o elemento que mais atua na ativagdo de enzimas, ¢
co-fator de todas as enzimas fosforilativas, as quais atuam nos processos de fotossintese,
respiragdo, sintese de compostos organicos e absorcdo idnica. Em deficiéncia extrema, o
metabolismo do N também ¢ afetado, como a sintese de proteinas e de aminoacidos. Outra fun¢ao
importante ¢ de “carregador de P” por sua participagdo na ativagdo de ATPase da membrana
implicada na absor¢do, inclusive na geracdo do ATP na fotossintese e respiragdo
(MALAVOLTA, 2006; VITTI; LIMA; CICARONE, 2006).

No periodo avaliado verificaram-se nas fases de antese e chumbinho as menores
concentracdes foliares de Mg (Figura 24). O fruto na fase chumbinho apresenta alta taxa
respiratoria (RENA; BARROS; MAESTRI, 2001) e, conseqiientemente, maior atividade de
ATPase (MARSCHNER, 1995), o que demanda maior quantidade de Mg pela planta. Além
disso, 0 Mg ¢ abundante em tecidos novos, como 6rgaos em crescimento (flores, graos, folhas,

ramos e raizes), que sdo alimentados via floema. Estes dados corroboram aqueles obtidos por
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Silva e Souza et al. (1975) citados por Chaves (1982) que constataram que as concentragdes de
magnésio aumentaram constantemente nas folhas de ramos com frutos. Ha relacdo direta entre as
concentracdes de Mg e P, uma vez que a concentracdo de P aumenta (Figura 22) com a maior
concentracao de Mg (Figura 24). Esta observacao confirma a fungdo do Mg como “carregador de
P” (MALAVOLTA, 2006).

Em nenhuma das fases avaliadas, a concentracdo de Mg esteve na classe considerada
adequada (4 a 4.5 g kg') (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997). Esta constatagio
possivelmente se deve a redu¢do na absor¢ao do Mg do solo, que mesmo estando com teor igual
a 9 mmol. dm>, pode ter sido inibida por K, como indica a Figura 22, em que as maiores

concentragdes de K coincidem com a menor concentracao de Mg (Figura 24).
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Figura 24 — Concentracdes foliares de Ca, Mg e S em folhas de cafeeiro em funcdo do tempo
decorrido em relagdo a antese, nas fases fenoldgicas da planta (vegetagdo, antese,
chumbinho, grana¢@o e maturacao)
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O enxofre participa da constitui¢do, entre outros, dos aminoacidos tirosina, cisteina e
metionina e das proteinas que os contém, além de desempenhar fungdes estruturais, como as
ligagdes dissulfeto que conferem estrutura secundaria as proteinas; e metabolicas, devido aos
aminoacidos em proteinas, aminoacidos livres e outros compostos de S de baixo peso molecular
(VITTIL, LIMA; CICARONE, 2006).

Na presente pesquisa, verifica-se que o padrdo de concentragdo de S foi semelhante ao de
N foliar, o que pode ser explicado pela relagdao do enxofre com o metabolismo do N (VITTI et al.,
1988). As maiores concentragdes foram observadas nas fases de antese e chumbinho e as
menores na fase vegetativa e na granagao (Figura 24; Tabela 10). Esta diminuicdo da
concentracao foliar de S na fase inicial da granagdo pode ser explicada pela translocagdo de
aminoacidos para a formacdo dos graos. Grande parte do enxofre ¢ assimilada e exportada pelo
floema para os locais de sintese protéica (frutos e apices caulinares e radiculares), principalmente
na forma de glutationa (VITTI; LIMA; CICARONE, 2006). A concentracdo foliar de S, em todas
as fases fenologicas, foi igual ou superior a classe adequada (1,5 a 2 g kg”) (MALAVOLTA;
VITTI; OLIVEIRA, 1997)

Na tabela 11 sdo apresentadas as equacdes de regressdo ajustadas para as concentragdes

de macronutrientes nas diferentes fases fenologicas.

Tabela 11 — Equagdes de regressao da variagdo das concentragdes de P, K, Ca, Mg e S em
folhas de cafeeiros em fungao do tempo decorrido em relagao a antese (dias)

Variavel Modelo R’

P 9 = 1,513+0,0012x+0,000111x-0,0000000459x" 0,978
K ¥ = 21,965+0,0008x-0,0001x*+0,000000375x> 0,847
Ca ¥ = 9,347-0,0357x+0,0005x°-0,0000011 1%’ 0,890
Mg ¥ = 2,763-0,0022x+0,000047x>-0,0000000899x° 0,994
S ¥ = 2,094+0,0028x-0,0000382x*+0,000000722x° 0,660

As concentragdes de micronutrientes nas folhas, da mesma forma que as de
macronutrientes, variaram em func¢ao da fenologia da planta para todos os elementos (B, Cu, Fe,
Mn e Zn), no entanto, ndo observou variacdo nas concentragdes com a dose de N aplicado

(Tabela 12).
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Tabela 12 — Resumo do nivel de significancia para os fatores dose, fenologia e para a interacao
dose vs fenologia

Variavel Dose Fenologia Interacdo Dose vs Fenologia
B 0,2309 <0,0001* 0,7866
Cu 0,5892 <0,0001* 0,4126
Fe 0,2211 <0,0001* 0,2320
Mn 0,5951 <0,0001* 0,3269
Zn 0,4517 <0,0001* 0,6343

* significativo ao nivel de 5 % de prrobabilidade (p < 0,05)

Os micronutrientes, apesar de serem requeridos em baixas concentragdes, da ordem de
miligramas por quilograma de matéria seca, desempenham importante papel no metabolismo das
plantas, sendo constituintes de enzimas, ou atuam como seus ativadores (DECHEN;
NACHTIGALL, 2006).

O boro (B) ¢ um micronutriente imovel na planta, translocado no xilema e com pouca
mobilidade no floema (RAVEN, 1980). Normalmente acumula nas folhas velhas (JONES JR.,
1970) e sua deficiéncia ocorre nas zonas de crescimento da planta. O B tem importante fungao na
translocacdo de aclcares ¢ no metabolismo de carboidratos e atua nos processos de
florescimento, crescimento do tubo polinico, frutificagdo, no metabolismo do N, na atividade de
hormonios e no metabolismo de 4cidos nucléicos (DECHEN; NACHTIGALL, 2006).

As concentracgdes foliares de B foram menores na fase de chumbinho (Figura 25; Tabela
13). O suprimento do nutriente as plantas se da via fluxo de massa, enquanto a absor¢do pela
planta depende do fluxo transpiratorio. Nas fases da antese e chumbinho foram observadas as
maiores temperaturas e, como conseqiiéncia, a planta deve permanecer mais tempo com o0s
estomatos fechados, em particular nas horas mais quentes do dia, reduzindo a transpiragao foliar
e, consequentemente, a absor¢do de nutrientes do solo. Laviola et al. (2007c) observou maior
acumulo de B e Zn nos frutos nas fases da antese e chumbinho. Na presente pesquisa constatou as
menores concentragdes de B nas folhas, o que indica que as aplicagdes de B devem ser iniciadas
antes da fase chumbinho, para que ndo haja competi¢ao entre as folhas e os frutos durante as
primeiras fases do periodo reprodutivo.

O cafeeiro esteve bem nutrido por B em todas as fases fenoldgicas, exceto na fase
chumbinho, cuja concentragio foliar foi inferior a classe adequada (50 a 60 mg kg')

(MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).
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Tabela 13 — Média da concentragdo de micronutrientes em razao da fase fenoldgica

Nutrientes VG Antese CH GR1 GR2 MA
B 63,50 ab 58,90 b 42,06 ¢ 61,44 b 62,58 ab 70,69 a
Cu - 35,60 b 13,30 ¢ 14,50 ¢ 16,30 ¢ 80,30 a
Mn 83,80 ab 74,00 be 56,00 d 67,50 cd 67,20 cd 94,60 a
/n - 14,50 a 10,30 b 11,30 b 10,30 b 10,90 b
Fe 171,10 a 113,00 b 66,90 d 61,90 d 60,10 d 88,90 ¢

*médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si a 5% probabilidade.

807 VG Antese CH ER GR MA 100 1 Antese CH ER GR MA
70 1 80
Ty 60 1 T 60
~ i
on
E £
m 50 4 S 40
@]
40 A } 20 -
[
30 T T T T T T 0 i i i i i
-56 0 42 126 168 266 0o m 126 168 266

Dias em relagdo a antese . JN
Dias em relagd@o a antese

Figura 25 - Concentragdes foliares de B e Cu em folhas de cafeeiro em fungdo do tempo
decorrido em relagdo a antese, nas fases fenoldgicas da planta (vegetacdo, antese,
chumbinho, grana¢do e maturagao)

O cobre (Cu) ndo € considerado moével na planta, embora haja relatos de translocagdo de
folhas velhas para folhas novas, em plantas bem nutridas. Segundo Loneragan (1981) esse
nutriente pode ser transportado no xilema e floema junto com compostos nitrogenados soluveis,
como os aminoacidos, ja que o Cu apresenta alta afinidade com o grupo amino. O Cu atua como
transportador de elétrons e ¢ constituinte de diversas proteinas e enzimas, como a oxidase do
acido ascorbico (vitamina C), a citocromo-oxidase, a superoxido dismutase e a plastocianina,
doadora de elétrons para o fotossistema I. O Cu se acumula em 6rgaos reprodutivos das plantas
(DECHEN; NACHTIGALL, 2006; EPSTEIN; BLOOM; 2006).

No periodo avaliado, foi observada variagao de concentra¢dao de Cu nas folhas, em que as
maiores concentragdes foram observadas nas fases iniciais (antese) e finais do ciclo reprodutivo

(MA). As menores concentragdes foram observadas nas fases de chumbinho, GR; ¢ GR; (Figura
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25; Tabela 13). Chaves (1982) também observou maior concentracao nas fases iniciais do ciclo
reprodutivo do cafeeiro, confirmado posteriormente por Gongalves (2007). Para Laviola et al.
(2007c¢) a concentragdo minima de Cu ocorreu na fase de granacao.

Apesar das menores concentracdes de Cu nas fases reprodutivas, a concentragdo do
nutriente se manteve adequada (11 a 14 mg kg') (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).
Ressalta-se que as altas concentragdes na antese (35,6 mg kg') e na maturacdo (80,3 mg kg™)
podem ser contaminacdes por fungicidas cupricos, em que o nutriente permanece na superficie
foliar.

O ferro (Fe) atua na ativagdo de enzimas, participa de reagdes de oxido redugdo em
citocromos, leghemoglobinas, catalase, peroxidase, superoxido dismutase, ferredoxina e enzimas
redutase, nitrogenase e sulfato redutase. O Fe cataliza a biossintese da clorofila, por fazer parte de
enzimas responsaveis pela sua formagdo, sem o qual a planta apresentaria apenas pigmentos
amarelos (xantofilas e caroteno) (DECHEN; NACHTIGALL, 2006).

No experimento, as maiores concentracdes de Fe foram observadas na fase vegetativa
(Figura 26; Tabela 13). Altas concentragdes de P afetam a mobilidade de Fe nos tecidos, razao
por que as curvas de concentracdo sdo inversas como observado na figura 22 (P) e figura 26 (S).
Da mesma forma deficiéncia de K verificada na granacdo e maturagdo (Figura 22) também afeta
sua mobilidade, o que contribui para a menor concentracdo de Fe, conforme constatado
anteriormente por Dechen e Nachtigall (2006).

O manganés (Mn) apresenta absor¢ao controlada metabolicamente de forma semelhante
ao Mg e Ca. O Mn ¢ pouco movel no floema, o que é responsavel pela sua baixa concentragdo em
frutos, sementes e 6rgdos de reserva nas raizes. Tem fungao na sintese de clorofila e na ativagao
de enzimas, principalmente aquelas envolvidas no metabolismo intermediario. Participa do
fotossistema II e na fotdlise da dgua.

As maiores concentragcdes de Mn foram observadas na fase de vegetagdo e na maturagao
dos frutos (Figura 26). Estes dados corroboram aqueles obtidos por Laviola et al (2007c), os
quais observaram o mesmo padrdo de variacdo da concentragdo de Mn nas plantas durante um
ciclo de produgao. Chaves (1982) também constatou aumento na concentracdo de Mn na fase
final da frutificagdo. As concentragdes foliares de Mn ocorreram na classe adequada na fase

vegetativa e na maturagdo (80 a 100 mg kg™') (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).
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O zinco (Zn) ¢ considerado um nutriente altamente mével na planta, atua como cofator de
mais de 80 enzimas e ¢ essencial para a atividade, regulagdo e estabilizagdo da estrutura protéica.
Entre os principais processos que o Zn participa estdo a fotossintese, a respirac¢do, a sintese de
aminoacidos e proteinas e o controle hormonal, principalmente na producao de 4cido indolacético
(AIA).

No presente trabalho observou variagdo significativa na concentragdo foliar de Zn, em que
as maiores concentragdes foram observadas na antese. A partir dessa fase, as concentracdes do
nutriente diminuiram (Figura 26). Esses dados corroboram os dados obtidos por Chaves (1982),
que observou decréscimo na concentracdo de Zn até o aparecimento do chumbinho, apods esta
fase houve um aumento até os 172 dias do ciclo, diminuindo, posteriormente até a colheita dos
frutos. As concentragdes foliares de Zn estiveram abaixo da classe adequada (15 a 20 mg kg™)

(MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).
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Figura 26 — Concentracdes foliares de Fe, Mn e Zn em folhas de cafeeiro em fungdo do tempo
decorrido em relacdo a antese, nas fases fenologicas da planta (vegetagdo, antese,
chumbinho, grana¢ao e maturacao)

O fornecimento de micronutrientes ao cafeeiro, via solo ou via folha deve-se iniciar antes
da fase de expansio rpida do fruto (GUIMARAES et al., 1999; RENA; FAVARO, 2000). Nas
condi¢des do presente experimento, a concentragdo dos micronutrientes seguiu quase sempre o
mesmo comportamento, com maiores concentragdes nas fases de vegetacao e antese, seguida de
um declinio na fase de desenvolvimento do fruto e, finalmente, aumento das concentragdes na
fase de maturagao.

Na tabela 14 sdo apresentadas as equagdes de regressdo ajustadas para as concentragdes

de micronutrientes nas diferentes fases fenologicas.
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Tabela 14 — Equagdes de regressao da variagdo nas concentracdes de B, Cu, Fe, Mn, Zn em
folhas de cafeeiros em fungdo do tempo decorrido apds a antese (dias)

Variavel Modelo R?

B ¥ = 51,889-0,119x+0,0018x°-0,00000427x" 0,721
Cu ¥ =34,172-0,528x+0,0026x" 0,984
Fe ¥ =112,007-0,812x+0,0028x> 0,957
Mn ¥ =69,761-0,192x+0,001 1% 0,894
Zn ¥ = 14,205-0,107x+0,0008x-0,00000175x" 0,810

4.4 Caracteristicas do solo e clima de Piracicaba

A calagem e a gessagem da area experimental foram realizadas em setembro. Na
implantacdo do experimento, em fevereiro, o solo apresentava pH 5,1 nos primeiros 5 cm e pH
4,9 na camada de 5 a 15 cm, valores considerados acidos (Tabela 2). Os teores de Ca no solo
eram elevados (72 mmol. dm™ nos primeiros 5 cm e 39 mmol. dm™ de 5 a 15 cm) e Mg (25
mmol. dm™ nos primeiros 5 cm e 13 mmol. dm™ de 5 a 15 cm) (RAIJ et al., 1995). Os teores de
matéria organica do solo foram de 38 g dm™ nos primeiros 5 cm e 23 g dm3 de 5 a 15 cm. O teor
de P ¢ muito alto nos primeiros 5 cm (74 mg dm™) e de 5 a 15 cm (66 mg dm™).

O solo apresenta teor alto de K (aproximadamente 5,5 mmol, dm™ nas camadas de 0 a 25
cm). No inicio do experimento foi realizada uma adubagao com potassio, em fevereiro.

Quanto aos micronutrientes, o solo apresentava, aproximadamente, os seguintes teores: B
(0,5 mg dm™), Cu (6,5 mg dm™), Zn (12 mg dm™) ¢ Mn (63 mg dm™) na camada de 0 a 25 cm.

Pelos dados climaticos, pode-se observar que as chuvas foram bem distribuidas ao longo
do ano (Figura 7). No periodo do experimento, verificou-se déficit hidrico nos meses de abril e
maio. Neste periodo, foram realizadas trés irrigagdes localizadas nas parcelas experimentais para
amenizar a deficiéncia hidrica das plantas e para que esta ndo prejudicasse a absor¢do e
translocacao dos nutrientes e fotoassimilados. Durante o experimento houve grande variagdao
térmica, com temperatura minima de 2,7 °C no més de junho e maxima de 35 °C no més de

margo.

4.5 Metabolismo do N - Piracicaba
Este experimento foi realizado com a finalidade de verificar o pico maximo da enzima RN
apo6s a aplicacdo do fertilizante. A aplicagdo de N foi realizada em uma unica vez, no dia 26 de

fevereiro de 2009. Na referida pesquisa verificou interacdo significativa entre dose de N e o
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tempo apds a adubacdo nitrogenada para as variaveis: concentracdo foliar de N, aminoacidos
totais soliveis, concentracao de nitrato € amonio, enquanto para a atividade da redutase do nitrato

nao constatou significancia para a interagdo (Tabela 12).

Tabela 15 — Resumo do nivel de significancia para os fatores dose, dias apos a adubagao
nitrogenada e para a interagao dose Vs dias

Variavel Dose Dias apods adubagao Interag¢ao Dose vs Dias
N 0,0048* <0,0001* 0,0002*
ATS 0,0033* <0,0001%* <0,0001*
NO5 0,0007* <0,0001%* <0,0001*
NH," 0,0501 <0,0001%* 0,0003*
RN 0,0416%* <0,0001* 0,2120

* significativo ao nivel de 5 % (p < 0,05)

Na primeira avalia¢do, aos 4 dias apos a adubagdo, o cafeeiro apresentava concentragao
média de 24,2 g kg de N (Figura 27 A), inferior a classe adequada (29 a 32 g kg')
(MALAVOLTA, 2006). Com a aplicagdo de 200 kg ha™ de N observou aumento na concentragdo
foliar de N até os 49 dias apos a adubacdo, mesmo na fase de granagdo, época de intensa
remobilizacdo de N em que a concentragio de N total variou de 23,6 g kg™’ aos 4 dias para 25,5 g
kg aos 49 dias apos a adubagdo. O aumento de N total foi atribuido ao acamulo de nitrato, cuja
concentragio foliar variou de 63,8 a 145 mg kg™, enquanto o aménio passou de 72,4 mg kg™ para
74,4 mg kg aos 49 da adubagdo (Figura 28 A; Tabela 16). Logo, a aplicacdo de 200 kg ha™ de N
foi suficiente para atender a demanda dos frutos, como indica o acimulo de N foliar (Figura 28
A).

A aplicagdo de 800 kg ha de N resultou numa reducio da concentracdo do N total de
23,6 g kg™ aos 4 dias da adubacio, para 21,8 g kg™ aos 49 dias, embora tenha havido actimulo de
nitrato nas folhas, o que ocorreu em menor propor¢do quando comparado a aplicagdao de 200 kg
ha™'. Nesta dose, possivelmente nio houve absor¢io do N aplicado, j4 que o aumento da
concentracao de nitrato foi semelhante ao aumento que ocorreu sem aplicacao de N (Figura 28
A).

No experimento observa-se decréscimo na concentragdo foliar de N em todas as doses,
embora com a aplicagio de 200 kg ha™ esse redugio tenha sido retardada. Este decréscimo se
deve a intensa demanda dos frutos para o enchimento dos graos para atender a produtividades da

ordem de 60 sacas ha™".



76

Apods a maturagio dos frutos, nos tratamentos com fornecimento de 200 e 800 kg ha™ de
N ha novamente aumento da concentra¢do foliar de N (138 dias apds a adubagdo — DAAJ)
(Figura 27 A - MA), em que as concentragdes foliares atingiram 27,1 g kg™ de N (200 kg ha™ de
N) e 25,1 g kg' de N (800 kg ha' de N). Comportamento semelhante ocorreu para a
concentragdo de aminoacidos com recuperagdo inferior pelo fornecimento de 200 kg ha™ de N,
cuja concentragio na fase de maturagio foi 1,08 mg g"' de MS; enquanto na a dose de 800 kg ha™
de N chegou a 1,39 mg g' de MS. A elevacio nas concentracdes de aminoacidos se deve a

auséncia de demanda pelos frutos, ja que estes estavam na maturagao.
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Figura 27 — Concentragdo de N e aminoacidos em folhas de cafeeiro em fungdo do tempo
decorrido apods a adubagao nitrogenada em cada dose de N

Tabela 16 — Concentragio de NOs e NH, " em folhas (mg kg ™)aos 4, 18, 49, 91 ¢ 138 dias apos
a adubagao (DAAd) com 200 e 800 kg ha'deN

4 DAAd 18 DAAd 49 DAAd 91 DAAd 138 DAAd

200 800 200 800 200 800 200 800 200 800
NO;  63,8c  63,8B  59,9c 539B 1453ab 117,6A 184,0a 63,0B 108,0bc 1452A

NH," 724a 72,4AB 4555a 44,1B 744a 58,6B  57,8a 69,1 1789b  89,2A

*médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si a 5% probabilidade: mintisculas — 200 kg
ha™ e maitsculas — 800 kg ha™

A concentracdo de NOs™ foliar variou no periodo em que as coletas foram realizadas
(Tabela 12). Observa-se que na dose de 200 kg ha™, quando o N foliar aumentou logo apos a
adubacdo (18 e 49 DAAJ) (Figura 27 A) houve também incremento na concentracdo de NOj3

foliar, cujo maior valor aconteceu aos 91 dias apos a adubacdo (Figura 28 A). Na fase de
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maturagio (138 DAAJ) hé4 reducio no teor de NO;™ reduziu enquanto a concentragdo de NH,"
aumentou (Figura 28 B), o que indica que o NOj;™ foi metabolizado pelas folhas. A atividade da
RN também aumentou na fase de maturagdo, com fornecimento de 200 kg ha' de N (Figura 29),
explicada pela maior concentracdo de amonio proporcionada pela assimilagdo do nitrato. Nas
plantas que ndo receberam N ou com a aplicagio de 800 kg ha™ houve menor acamulo de NO;™ e
NH,4" nas plantas (Figura 28 A; B). Nas plantas que receberam 800 kg ha™' de N, a quantidade
inferior de NO3 e NH," pode ser conseqiiéncia da deficiéncia no metabolismo do C (fotossintese)
em fornecer cadeias carbdnicas em niveis suficientes para atender a demanda da planta e, sem
prejuizo para a assimilagdo do N.

Apesar da semelhanga de valores foliares de nitrato e amdnio logo apds a aplicagdo da
uréia, independentemente das doses (200 e 800 kg ha™ de N; Figura 28) ha predominancia de
nitrato a partir de 18 dias do fornecimento do nutriente. Aos 49 dias as concentragdes de nitrato
foram superiores para ambas as doses, enquanto o nivel de amonio permanecia inferior (Figura
28 A). Esta observacdo indica que entre 18 e 49 dias ap6s a adubagdo, com a granacdo em
andamento, o cafeeiro foi submetido a uma elevada demanda energética para a assimilagdo do
nitrato (13 ATPs) enquanto para a assimilagao do amonio consume 2 ATPs, semelhante ao custo

energético da maioria das reacdes biologicas, que varia entre 1 a 2 ATPs (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Figura 28 — Concentracdo de NO; e NH," em folhas de cafeeiro em funcdo do tempo
decorrido apds a adubagao nitrogenada em cada dose de N

A redutase do nitrato apresentou aumento a partir do quarto dia da aplicagdo da uréia

(Figura 29), com picos de atividade em diferentes épocas em razdo da dose de N. O primeiro pico
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ocorreu aos 18 dias apos a adubagido com 800 kg ha™' de N. Na auséncia de N foi observado o
menor pico aos 25 dias, que pode ter acontecido pelo uso do nitrato armazenados nas folhas,
devido a elevada demanda para granacdo, uma vez que a produtividade foi elevada (70,6 sacas
ha™") (Figura 30). O fornecimento de 200 kg ha™ de N resultou em pico de atividade aos 32 dias
apo6s a aplicacdo. Esta observacao pode ser explicada pelo aumento na concentragdo de nitrato

foliar, que elevou a partir do 18° dia ap6s a adubagao nitrogenada (Figura 28 A; Tabela 16).
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Figura 29 — Atividade da enzima redutase do nitrato em folhas de cafeeiro em fungdo do
tempo decorrido apds a adubagao nitrogenada em cada dose de N

Na média das trés doses de N (sem N, 200 e 800 kg ha” de N) o pico da atividade da
enzima ocorreu em ¢época com elevada preciptagdo (116,8 mm) e maior temperatura média
minima (16,2 °C), em margo de 2009 (Figura 7). Na avaliagdo feita em abril a atividade da RN
estava em queda, fato que pode ser explicado pela baixa precipitagdo (20 mm) e temperatura
minima (12,6 °C). Finalmente, a minima atividade da RN ocorreu em junho com precipitacdo
igual a 55,8 mm e temperatura minima de 2,7 °C, provavelmente o principal fator limitante da
atividade da enzima nesta época. A justificativa para tal afirma¢do fundamentou na elevagdo da

atividade em julho, quando choveu 61,9 mm e a temperatura minima elevou e atingiu 5,1 °C
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(Figura 29; Tabela 7). Nesta época, verificou-se a tendéncia de um segundo pico de atividade da
enzima independentemente da dose de N aplicada. A sugestdo a tendéncia se deve a falta de
avaliacdo depois desta época.

Do exposto, pode-se afirmar que tanto a precipitagcdo, quanto a temperatura minima sao
fatores ambientais que atuam na regulagdo da atividade da enzima, corroborando as observagdes
de Taleisnik et al. (1980).

Na tabela 17 sdo apresentadas as equacdes de regressdo ajustadas para as concentragdes
de N, aminodacidos totais soluveis, nitrato, amonio, e atividade de RN nas folhas de cafeeiro apos

a adubacao nitrogenada, ao londo do tempo.

Tabela 17 — Equagdes de regressdo da variacdo das concentragdes de N, ATS, NO;", NH,',
RN em folhas de cafeeiros em fungdo do tempo decorrido apos a adubagado
nitrogenada (dias) em trés doses de N

Dose de N

Variavel (ke ha') Modelo R’
0 ¥ = 25,849-0,132x+0,0006697x> 0,959
N 200 ¥ = 22,656+0,21005x-0,00425x>+0,00002144x’ 0,982
800 ¥ = 24,2197-0,0911x+0,000698x" 0,947
0 ¥ = 1,0790-0,01096x+0,0000588x" 0,707
ATS 200 9 = 1,0908-0,00892x+0,0000629x* 0,702
800 ¥ = 0,928+0,0106x-0,000294x°+0,00000175x> 0,950
0 ¥ = 41,237+3,0156x-0,0576x°+0,000295x" 0,720
NO; 200 ¥ =30,8198+3,376x-0,02015x* 0,892
800 ¥ = 35,265+3,690x-0,0654x°+0,00032 1 X 0,764
0 ¥ = 65,755-1,937x+0,0474x%-0,000230x° 0,942
NH," 200 § = 76,424-1,286x+0,0144x 0,884
800 ¥ = 71,815-1,326x+0,02267x>-0,0000882x" 0,809
0 ¥ = 0,222+0,0056x-0,0001x°+0,000000751x" 0,546
RN 200 ¥ = 0,245+0,009x-0,0002x7+0,000000891x° 0,785
800 ¥ = 0,324+0,0041x-0,0001x%+0,000000628x" 0,568

A doses de N nao influenciaram a produtividade, uma vez que a aplicagdo se deu em
fevereiro, quando a granagdo dos frutos ja4 estava em andamento. As produtividades foram de
70,6 sacas ha” (sem N); 58,2 sacas ha™ (200 kg ha™ de N) e 52,4 sacas ha™ (800 kg ha™ de N)
(Figura 30).
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5 CONCLUSOES

1. A maior atividade da redutase do nitrato ocorre pelo fornecimento de 800 kg ha™ de N,
sem variagdo nas demais doses. A adubagdo nitrogenada, independentemente da dose, ndo

afeta a atividade das enzimas glutamina sintetase e urease.

2. As concentragdes de nitrato e amonio ndo aumentam com as doses de nitrogé€nio, no

entanto a concentracdo de aminoacido ¢ crescente com o aumento da dose do nutriente.

3. A maior atividade da redutase do nitrato verifica-se na fase de vegetagdo e granacao dos
frutos, a qual ¢ superior as 12:00 h, enquanto das enzimas glutamina sintetase e urease

acontecem nas fase de granagao dos frutos.

4. A maior concentragdo de nitrato ocorre entre a fase de fruto chumbinho e inicio da
granacdo, enquanto a concentragdo de amoOnio aumenta no final da granacdo. A

concentracao de aminoacidos € superior na antese € no fruto chumbinho.

5. O pico da atividade da enzima redutase do nitrato ¢ obtido aos 25 dias apds a adubagdo

nitrogenada.

6. O uso de altas doses de N ndo prejudica a concentragdo de macro e micronutrientes nas

folhas.

7. A maxima produtividade do cafeeiro obtem-se com o fornecimento de 400 kg ha' de

nitrogénio.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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