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RESUMO

O nitrogénio (N) é um dos macronutrientes mais requeridos para a cultura da
mangueira (Mangifera indica L.). Quando absorvido na forma de nitrato (NO3’)
s80 necessarios processos redutivos para posterior assimilagdo em compostos
organicos. A primeira etapa do processo de reducéo é catalisada pela redutase
do nitrato (RN), enzima chave na regulagdo do metabolismo de N. Devido o
seu papel regulador, a RN € indiretamente correlacionada com a produtividade
das culturas. Diante disso, o trabalho teve como objetivos avaliar a variagéo da
atividade da redutase do nitrato (aRN) ao longo do dia, verificar as melhores
condicOes para o ensaio e fazer a caracterizacdo da atividade da enzima em
folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e raizes jovens de mangueira, cultivada no
Vale do Submédio Sao Francisco, em diferentes fases fenolégicas, visando
entender como a planta modula a redugcéo do nitrato ao longo do seu ciclo
vegetativo/reprodutivo. O material vegetal foi coletado em plantas dispostas
aleatoriamente, em pomar comercial de mangueira, localizado em Petrolina-
PE e Manicoba, distrito de Juazeiro-BA. A quantificacdo da atividade da
redutase do nitrato (aRN) baseou-se no método do ensaio in vivo. Para a
triagem dos fatores foi utilizado o planejamento fatorial completo 2*. Para a
caracterizacdo, os dados foram submetidos a ANOVA pelo teste ‘F’ e as
médias comparadas pelo teste de Tukey. A atividade da redutase do nitrato €
influenciada por fatores ambientais, principalmente pela radiacéo solar. Para a
obtencdo da maior atividade da enzima em tecidos foliares e radiculares,
recomenda-se a coleta do material vegetal em torno das 10 horas. Os fatores
avaliados ndo atuam de forma independente. A condicdo que favorece a
obtencdo da maior atividade da redutase do nitrato em folhas de 1° e 2° fluxo
vegetativo e raizes jovens é pH 8,5, n-propanol 1% e 50 mM de nitrato de
potassio (KNO3z). O melhor tempo de incubacdo em folhas é 60 minutos e em
raizes 45 minutos. As folhas de 2° fluxo e raizes constituem os principais sitios
de assimilacdo de NO3  na cultura da mangueira, podendo haver modulacéo
em funcéo da adubacdo com fonte de nitrato nas diferentes fases fenoldgicas.
A atividade da enzima foi maior na fase vegetativa do que na reprodutiva e foi
favorecida pela aplicacdo de potassio usado na maturacdo de ramos e
desenvolvimento do fruto.

Palavras-chave: Mangifera indica. Nitrogénio. Atividade enzimatica.



ABSTRACT

Nitrogen (N) is one of the most requested macronutrients for mango trees
(Mangifera indica L.). When absorbed as nitrate (NO3’), reductive processes are
required for further assimilation into organic compounds. The first step of the
reduction process is catalyzed by nitrate reductase (NR), an essential enzyme
for the regulation of N metabolism. Due to its regulatory function, NR is
indirectly correlated with crop yield. The aim of this study was to evaluate the
variation of nitrate reductase activity (NRa) throughout the day, to verify the best
conditions for the test and to characterize the enzyme activity in first and
second flow leaf and young roots of mango trees grown in the sub-middle S&o
Francisco Valley, in different phenological phases, in order to comprehend how
the plant modulates the nitrate reduction throughout its vegetative/reproductive
cycle. The vegetal sample was collected in plants randomly cultivated in a
commercial orchard of mango located in Petrolina-PE and Manicoba (district of
Juazeiro-BA). The quantitation of nitrate reductase activity (NRa) was based on
the in vivo method. For factor screening, it was done using a complete factorial
design 2*. For the characterization stage, the data were submitted to ANOVA by
the 'F' test and the means were compared by the Tukey test. Nitrate reductase
activity is influenced by many environmental factors, mainly by solar radiation.
To obtain the highest activity of the enzyme in leaf and root tissues, it is
recommended to collect the vegetal samples at around 10 o'clock. The factors
evaluated do not act independently. The condition that promotes the highest
nitrate reductase activity in second flow leaf, first flow leaf and roots is pH 8,5,
n-propanol 1% and 50 mM of potassium nitrate (KNO3z). The best incubation
time for leaf is 60 minutes and for roots is 45 minutes. Second flow leaf and
roots are the main sites for assimilation of NO3™ in the mango trees and could be
modulated as a function of fertilization with a source of nitrate in the different
phenological phases. The activity of the enzyme was higher in the vegetative
than in the reproductive phase and it was increased by the application of
potassium used in fruit maturation and fruit development.

Keywords: Mangifera indica. Nitrogen. Enzymatic activity.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A mangicultura na regido semiarida se destaca por diversos motivos,
dentre eles as condi¢des climéaticas que, associadas a podas e utilizacdo de
reguladores vegetais, possibilitam a producéo de frutos em qualquer época do
ano (MOUCO, 2008). Para manter uma boa produtividade na regido, € feito o
manejo da mangueira com o uso de reguladores de crescimento, podas e
adubacao.

Na cultura da mangueira o crescimento vegetativo € determinante para
a producédo, de modo que quanto maior o numero de brotos vegetativos, maior
a chance de ocorréncia de paniculas e frutificacdo. No semiarido nordestino,
devido as condi¢cdes de elevadas temperaturas, € indispensavel se trabalhar
com ramos maduros, com no minimo trés meses de idade, no processo de
inducao floral (ALBUQUERQUE et al., 2002). Nesse caso, ap0s a colheita,
recomenda-se ao produtor de manga estimular a emissdo de novos fluxos
vegetativos mediante poda, manejo nutricional e irrigacdo, a fim de possibilitar
0 amadurecimento dos brotos gerados a partir da poda (MOUCO, 2008), pois é
clara a importancia dessa maturacao de ramos em plantas com fins comerciais
no semiarido (CAVALCANTE et al., 2018).

O estado nutricional da planta € outro fator importante que afeta a
floracdo em mangueira, portanto, 0 manejo da adubacéao, principalmente para
potassio (K), enxofre (S) e nitrogénio (N), é crucial durante a fase de maturacao
de ramos (CAVALCANTE et al., 2018). O N é um dos nutrientes mais
absorvidos, com efeito direto na distribuicdo de fotoassimilados entre a parte
vegetativa e reprodutiva, modificando a fisiologia e morfologia da planta,
estando relacionado com a fotossintese, crescimento radicular, absorcéo idnica
de nutrientes e desenvolvimento celular (QUEIROGA et al.,, 2007). No
momento da inducéo floral, os teores de N devem estar no limite médio inferior
da oferta adequada, para garantir a fase reprodutiva em vez de fluxos
vegetativos (DAVENPORT et al., 2003).

As duas principais formas de N encontradas na solu¢do do solo séo
nitrato (NOz) e amonio (NH4"), porém, em solos tropicais, o nitrato é a principal
forma de aquisicdo pelas plantas (MARSCHNER; MARSCHNER, 2012).

Quando absorvido na forma nitrica, para ser utilizado € necessario ser reduzido
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e assimilado em um processo dependente de energia e catalisado por enzimas
(TAIZ; ZEIGER, 2017). Ao ser absorvido pelas raizes, o NO3™ pode ser reduzido
ou estocado nos vacuolos dos tecidos radiculares ou na parte aérea, para onde
é translocado via xilema por meio do fluxo transpiratério (SANTOS, 2010; TAIZ;
ZEIGER, 2017). Na cultura da mangueira foi observada a reducéo do nitrato
tanto na raiz quanto nas folhas (SOUZA et al., 2016).

A assimilacdo de nitrato € de importancia biol6gica fundamental, sendo
a principal via pela qual o nitrogénio é convertido na forma organica. A primeira
etapa do processo se da com a reducdo de NOg3 a nitrito (NOy), reacao
catalisada pela enzima redutase do nitrato (RN). A segunda etapa é a reducédo
do NO, a amdnia (NH3"), catalisada pela enzima redutase do nitrito. O primeiro
passo dessa reacdo € considerado o limitativo, tornando a redutase do nitrato
um fator limitante para o crescimento, desenvolvimento e producéo de
proteinas (CRAWFORD, 1995; SOLOMONSON; BARBER, 1990).

A RN é um complexo enzimatico composto por duas unidades idénticas
apresentando trés grupos prostéticos cada, o FAD, o heme e a Molibdopterina.
A enzima é regulada por diversos estimulos ambientais e intrinsecos a planta
gue regulam o0s mecanismos transcripcional, traducional e pos-traducional
(CAMPBELL, 1999). A redutase do nitrato é considerada enzima chave na
regulacdo do metabolismo de N. Por esse motivo, a sua atividade poderia estar
relacionada, indiretamente, com a produtividade das culturas, considerando
gue plantas com alta atividade da redutase do nitrato (aRN) teriam maior
capacidade de assimilar o nitrato disponivel e maior capacidade de resposta a
adubacao nitrogenada (VIANA; KIEHL, 2010).

Nesse contexto, esse trabalho teve como obijetivo verificar a atividade
da redutase do nitrato em folhas de 1° e 2° fluxos e vegetativos e sistema
radicular jovem em mangueira (Mangifera indica L.) cultivada no Vale do

Submédio Sao Francisco, dada a escassez dessas informacdes na literatura.

FUNDAMENTACAO TEORICA
A cultura da mangueira

A manga (Mangifera indica L.) é uma fruta de origem asiatica (CUNHA
et al, 2002) que encontra, no Brasil, boas condicbes para 0 seu

desenvolvimento e producéo, concentrada em especial na Regido Nordeste
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(ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2018). A possibilidade de
producdo o ano inteiro é o diferencial de maior interesse no cultivo da
mangueira nas condi¢cdes semiaridas. Para isso, deve-se realizar o manejo
adequado da parte aérea de modo que favoreca a floragcdo (MOUCO, 2010) e
atentar para o manejo nutricional, pois, o atendimento adequado das
exigéncias nutricionais faz com que as plantas frutiferas expressem todo o seu
potencial genético (AULAR; NATALE, 2013).

A concentragdo de macronutrientes em mangueira varia durante os
diferentes estadios fenolégicos do ciclo de produgdo, como repouso
(dorméncia), floracao, frutificacédo, crescimento de frutos e colheita (ZUAZO et
al., 2008; RAMIREZ; DAVENPORT, 2010). O nitrogénio € um dos nutrientes
gue tem grande influéncia no crescimento e desenvolvimento das plantas, pois
participa de diversos compostos essenciais para 0 crescimento vegetativo e
reprodutivo da mangueira (BALLY, 2009). Lépez et al. (2012) estudaram a
evolugdo de nutriente foliar em trés diferentes cultivares de mangueira, no
México, e observaram que o0 nitrogénio apresenta diferenca no seu
desempenho ao longo da vida da folha. Porém, nem sempre as mudancas nas
concentracdes de nutrientes estdo associadas com eventos fenoldgicos.

As folhas jovens de mangueira apresentam maiores teores de
nitrogénio em comparacdo com as folhas maduras. Isso pode ser atribuido ao
efeito e concentracdo, pois, as folhas jovens ainda ndo estdo totalmente
expandidas. A medida que as folhas atingem a sua plenitude fisioldgica, os
teores de N se estabilizam em uma concentracdo menor, que tende a diminuir
ainda mais proximo a senescéncia da folha, o que esta relacionado com a
remobilizacdo (ALMEIDA et al., 2014).

Em condicdes tropicais o crescimento da mangueira tende a ser
desuniforme, de modo que em uma planta, em diferentes partes da copa,
podem apresentar flores, frutos e fluxo em repouso (DAVENPORT, 2009).
Alguns procedimentos sdo eficazes para induzir uma florada uniforme, que
pode ser estimulada por fatores ambientais, como a mudanca de temperatura
(RAMIREZ; DAVENPORT, 2010), ou por fatores antropogénicos como poda,
irrigacdo, aplicacdo de fertilizantes nitrogenados e exposicdo ao etileno
(DAVENPORT, 2009).
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A sincronizacdo do crescimento vegetativo das copas das mangueiras
no pomar, bem conhecido como poda, € 0 primeiro passo necessario no
programa de manejo da floracdo. Esse trato cultural resulta num crescimento
uniforme ao longo da planta e permite que os ramos estejam no mesmo estadio
fisiologico de maturidade, tornando o manejo mais eficiente (DAVENPORT,
2003; RAMIREZ; DAVENPORT, 2010). E essencial que as plantas sejam bem
irrigadas nesse momento da poda a fim de se obter uma rapida resposta na
brotacdo, pois, qualquer estresse hidrico nessa fase, por menor que seja, pode
inibir o crescimento vegetativo (DAVENPORT, 2003).

As mangueiras podem produzir basicamente trés tipos de brotos.
Brotos vegetativos com apenas folhas; brotos generativos que possuem
paniculas terminais; e brotos mistos com folhas e inflorescéncias dentro dos
mesmos nos (DAVENPORT, 2007, 2009; SANDIP et al., 2015). A profundidade
da poda, o manejo de nitrogénio foliar e manejo da agua sao trés fatores
importantes que determinam a ocorréncia ou ndo de um segundo fluxo
indesejavel. Esses fatores interagem para promover ou evitar uma segunda
emisséao de broto vegetativo (DAVENPORT, 2003).

Plantas que receberam a poda de uniformizacdo desenvolveram
gemas e paniculas florais uniformemente por todo o dossel, enquanto que nas
plantas que ndo foram podadas foi observado um florescimento irregular, com
presenca de gemas florais, paniculas em desenvolvimento e paniculas com
abertura floral na mesma planta (OLIVEIRA et al., 2017). De acordo com esses
autores, a poda associada com a aplicacdo de paclobutrazol (PBZ) favorece
um maior numero de paniculas por ramo e uma maior porcentagem de
floracao.

O PBZ é um triazol que reduz os niveis do promotor vegetativo (PV).
Acredita-se que esse promotor seja uma giberelina (DAVENPORT, 2003;
UPRETI et al., 2013), nesse caso, 0 PBZ inibe a biossintese de giberelinas. O
declinio consistente do PV com aumento nas citocininas e acido abscisico, em
combinacdo com carboidratos suficientes acumulados nas gemas, favorecem
inducdes florais em mangueira (SANDIP et al.,, 2015). O produto deve ser
depois da emissdo de pelo menos dois ramos/fluxos vegetativos (MOUCO,
2015). Essa aplicagéo induz mudancgas na fisiologia da planta, como a melhoria

na absorcdo de nutrientes, realocagao rapida de fotoassimilados, aumento da
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relacdo C:N, equilibrio hormonal e alteragdo no balanc¢o hidrico (UPRETI et al.,
2013), promovendo assim a maturacéo dos ramos (TAIZ; ZEIGER, 2017).

No manejo da floragédo, séo realizadas pulverizagbes com sulfato de
potéssio (2% a 2,5%) apds 30 dias da aplicacdo do PBZ, para conter a emissao
de ramos vegetativos, participando do processo de maturagdo dos ramos
(MOUCO, 2015). As brotacdes vegetativas sofrem alteracdes distintas desde o
inicio do desenvolvimento até a maturacao. Inicialmente os ramos sédo de cor
verde clara. Mais ou menos duas semanas apOs adquirem coloracao
avermelhada e pouca lignificacdo. Apos dois meses esta com uma lignificacéo
maior e uma coloracdo verde escura, aspecto de um ramo maduro. As folhas
acompanham a maturag&o do ramo (SANDIP et al., 2015).

O estresse hidrico reduz as porcentagens de crescimento vegetativo, a
area foliar da mangueira e o periodo entre a plena floragcdo e maturidade em
consequéncia do seu efeito significativo na reducdo da concentracdo de N
(HELALY et al., 2017). Esse manejo n&o é capaz de induzir a floracdo quando
realizado independentemente. No entanto, a idade do ultimo fluxo impactado
pela duracdo do estresse € 0 que impulsiona esse evento, que evita a iniciagao
da parte aérea e mantém a planta em repouso até que ocorra o acumulo de
idade nas folhas e ocorra o florescimento devido a reducdo do promotor
vegetativo (PV), que depende da idade foliar (RAMIREZ; DAVENPORT, 2010).

Apés os brotos alcancarem a maturidade prossegue com a inducao
floral (RAMIREZ; DAVENPORT, 2010; JAMEEL et al., 2018), que ¢é a
pulverizacdo via foliar com sais de nitrato para estimular a brotacéo
reprodutiva, somente se as gemas estiverem diferenciadas. As aplicacdes
devem ser feitas em periodos do dia com temperaturas mais amenas. Deve-se
atentar bem ao tempo certo de iniciar a inducéo floral, tomando como base a
idade dos ramos, o teor de N e observando o efeito da temperatura, pois, ao
iniciar mais cedo o resultado é broto vegetativo ao invés de flores. Porém, se
as plantas estiverem prontas para receber o estimulo, em um periodo de dez
dias é possivel ver brotos florais (DAVENPORT, 2003; DAVENPORT, 2007).

O KNOj3 induz a atividade da redutase do nitrato (RN), enzima chave na
via de assimilacdo de nitrato para a sintese de aminoacidos, em particular a
metionina (ANUSUYA et al., 2018), que promove o florescimento na mangueira

e é precursor do etileno (SUDHA et al., 2012). Esses autores registraram maior
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teor de N em plantas tratadas com KNO3; em comparacdo ao uso de uréia,
NH4NO;3; e Ca(NOs)2, 0 que pode melhorar a floracao, frutificacdo e rendimento
em cultivares de manga.

Na figura 1 estdo representadas as diferentes fases do manejo da
floracdo em mangueira no Semiarido brasileiro. Como visto, 0 manejo inicia
com a poda de producdo apds a colheita. Depois da brotacdo de no minimo
dois fluxos vegetativos faz a aplicacdo do PBZ. Aos 30 dias do PBZ iniciam as
pulverizacées com sulfato de potassio (em torno de trés) e aos 80 dias pode
ser feita a reducdo da lamina de agua. As pulverizacbes com uma das fontes
de nitrato devem ser iniciadas quando os ramos se apresentarem maduros
para dar inicio ao florescimento dos ramos e a producdo de frutos (MOUCO,
2015).

Poda pés

: PBZ apés
colheita

2° fluxo Maturac&o q Inducso floral:

de ramos nitratos

vegetativo

|

50 dias

Figura 1. Esquema do manejo da floracdo em mangueira (Mangifera indica L.) em condi¢des
semiaridas.

Existe um promotor florigénico (PF) em folhas de mangueira em niveis
regidos pela temperatura, que € translocado via floema para gemas apicais e
induz a floracdo (DAVENPORT, 2009; RAMIREZ et al., 2010). Alta taxa de
PF/PV favorece a inducédo floral, baixa taxa PF/PV favorece crescimento
vegetativo e razbes intermediarias favorecem brotos mistos. Em condi¢cdes
guentes, para induzir a floracdo, os niveis de PV devem cair para niveis
suficientemente baixos para aumentar a razdo PF/PV (SANDIP et al., 2015).
Temperatura maxima superior a 30°C e minima superior a 25°C favorece o
crescimento vegetativo, enquanto que temperaturas variando entre 18°C

(minima) e 28°C (maxima) induzem o florescimento (LIMA FILHO et al., 2002).
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Nos tropicos, a idade do ultimo fluxo € o fator dominante que regula a floracéo
(DAVENPORT, 2007).

Durante a fase de floracdo o teor de N diminui, provavelmente devido a
atividade enzimética e a sintese de horménios que estimularam a producao de
carboidratos necessarios para a divisdo e alongamento celular para 0os novos
brotos (ZUAZO et al., 2008). Costa et al. (2011) observaram também que nas
folhas de mangueira os maiores teores de N ocorrem antes da floracéo, e que
na plena floracdo e formacédo de frutos, os niveis desse nutriente sdo mais
baixos. Galli et al. (2009) encontraram teores excessivos de N em folhas de
mangueira na fase vegetativa, decrescendo nas fases seguintes. Urban et al.
(2004) ao estudarem o efeito inibitério da floracdo e crescimento do fruto na
fotossintese foliar de mangueira, observaram que o teor foliar de N por unidade
de massa foi diminuindo do inicio até o final da fase de floracéo, tanto em
folhas de brotos vegetativos quanto nas folhas proximas as inflorescéncias.

Resultados diferentes podem ser encontrados na literatura. Faria et al.
(2016) observaram, em folhas de mangueira cv. Tommy Atkins, maior contetdo
de N na fase de floracdo. Esse resultado pode ser devido as aplicacbes de
nitrato de célcio para o manejo da inducao floral que favoreceram as altas
concentragfes do nutriente. Medeiros et al. (2004) também relatam que os
teores foliares de N sdo maiores no florescimento do que nas outras fases
fenologicas da cultura da manga.

A andlise foliar baseia-se na premissa de que a folha & altamente
sensivel a disponibilidade de nutrientes no solo, de modo a refletir os efeitos
liquidos da profundidade do solo, implicacbes das interfaces raiz-solo,
translocacdo e condicdes fisiologicas, sendo assim considerado o centro da
atividade fisiologica das plantas (RAMIREZ; DAVENPORT, 2010). Esses
autores afirmam que conhecer o teor de nutriente foliar € valioso para
determinar as exigéncias nutricionais da planta e estabelecer a fertilizacao ideal
no estagio especifico de desenvolvimento.

Metabolismo do nitrogénio (N)

O nitrogénio (N) é essencial para a sintese de proteinas nas plantas e
a deficiéncia desse elemento pode comprometer o complexo enzimatico do
vegetal (CARNEIRO et al., 2015). Além da funcéo estrutural, o N atua como

sinalizador para a transcricdo de genes especificos relacionados com a sua
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absorcao, transporte e assimilacdo, bem como para o balanco hormonal
endogeno de auxinas e citocininas, que atuam no crescimento e
desenvolvimento vegetal (MILLER et al., 2007; GARNICA et al, 2010).

A concentracdo de N no solo é reduzida, por outro lado o N atmosférico
€ abundante, mas ndo esta prontamente disponivel para absorcdo pelas
plantas, precisa ser transformado nas formas inorganicas para ser absorvido
pelas vias radiculares. Os fons amonio (NH4") e nitrato (NO3) s&o as fontes de
N mais disponiveis, sendo o NO3™ a principal e maior fonte na maioria dos solos
(MARSCHNER; MARSCHNER, 2012), porém, a preferéncia de absor¢do entre
ambos pode variar de acordo com a espécie (SILVA, 2016). No entanto, uma
maior concentracdo de N no solo néo significa maior absorcdo do nutriente e
sintese de proteina pelas plantas, pois, esses processos dependem de varios
fatores como disponibilidade de C, energia, atividade de enzimas e condi¢des
climaticas como temperatura e chuva (FERREIRA et al., 2015).

O NOj3 é absorvido ativamente via sistema simporte, com transporte
simultdneo de dois H" e um NO3z para o interior da célula, com o custo
energético de dois moles de ATP para cada mol de NOg3™ absorvido. A absorcéo
do NH;" ocorre passivamente via sistema uniporte, estando prontamente
disponivel para incorporacdo sem gasto de energia (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Os vegetais assimilam a maior parte do NO3" em compostos organicos
por meio de processos redutivos. A primeira etapa desse processo € a reducao
do NOj3 a nitrito (NO2), que ocorre no citosol e é catalisada pela enzima
redutase do nitrato (RN) (DEBOUBA; DGUIMI; GHORBEL, 2013), que envolve
a transferéncia de dois elétrons por meio do NAD(P)H ou NADH. Esse
elemento é altamente reativo e potencialmente toxico, sendo transportado para
os cloroplastos nas folhas ou para os plastidios nas raizes. A segunda etapa do
processo segue com a reducéo do NO, a NH,". Essa reacéo é catalisada pela
enzima nitrito redutase e envolve a transferéncia de seis elétrons, tendo a
ferredoxina como cofator (SOLOMONSON; BARBER, 1990; KERBAUY, 2008;
MARSCHNER; MARSCHNER, 2012; TAIZ; ZEIGER, 2017).

O NH,", seja absorvido, advindo da assimilacdo do nitrato, ou da
fotorrespiracédo, € incorporado em compostos organicos, glutamina e glutamato,
por meio das enzimas Glutamina sintetase (GS) e Glutamato sintase (GOGAT),

gue translocam N orgéanico entre as células fonte e dreno e geram todos 0s
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demais compostos nitrogenados. O aménio também pode ser assimilado por
uma rota alternativa através da enzima Glutamato Desidrogenase (GDH), que é
ativada quando o NH,;" estd em concentracdes elevadas (KERBAUY, 2008;
MARSCHNER; MARSCHNER, 2012; TAIZ; ZEIGER, 2017).

A assimilacdo de NH4" tem um menor gasto de energia metabdlica em
comparagao com a assimilacdo de NO3’, com uma economia de 9%, visto que
nao requer a atividade da enzima RN. Em contrapartida, a assimilagédo de NO3’
envolve uma transferéncia de dez protons e oito elétrons (BRITTO;
KRONZUCKER, 2002; FAGERIA, 2009).

O NOj3 pode ser assimilado na raiz ou ser transportado para as folhas
e ser assimilado na parte aérea (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000). Ha
relatos de aRN em tecido nao fotossintetizante, no entanto, a redugédo do NO3’
nas folhas € menos dispendiosa quando comparada com a reducéo na raiz. Os
tecidos fotossintetizantes sao locais mais adequados para esse evento, pois,
0s oito elétrons utilizados no processo completo de reducédo advem da fase
fotoquimica da fotossintese (MARTUSCELLO et al., 2016). Souza et al. (2016)
observaram a reducdo do nitrato em folhas e raizes de mangueira (Mangifera
indica L.) ao quantificarem a aRN nesses tecidos, sendo maior no tecido
radicular. Oliveira et al. (2005) também observaram a atividade da enzima em
folhas e raizes de Bactris gasipaes, porém maior atividade nas folhas.

O metabolismo de N é importante para a formacado de aminoéacidos e
proteinas, essenciais para um maior desenvolvimento e produtividade das
culturas. Portanto, faz-se necessario entender o processo de aproveitamento e
assimilacdo desse nutriente com o objetivo de promover uma maior eficiéncia

no uso de N no sistema solo-planta (VIANA, 2007).

A redutase do nitrato (RN)

A redutase do nitrato (RN) é a primeira enzima do metabolismo e
assimilacao do nitrogénio (N), catalisando a reacdo de nitrato (NO3’) a nitrito
(NO7), e desempenha um importante papel na resposta das plantas a
deficiéncia desse elemento (KICHEY et al., 2006, 2007; ANDREWS et al.,
2013; KAUR et al., 2015). Além disso, a sua atividade determina a taxa de

assimilacdo de NOs em compostos organicos nitrogenados (LILLO, 2008;
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HEIDARI et al., 2011), ou seja, baixa atividade da redutase do nitrato (aRN)
indica baixa assimilacdo de N (MARTUSCELLO et al., 2016).

A RN em plantas superiores € constituida de duas subunidades
idénticas, com trés grupos prostéticos cada, sendo eles flavina adenina
dinucleotideo (FAD), heme e um complexo formado pelo molibdénio (Mo) e
uma molécula organica chamada pterina (SOLOMONSON; BARBER, 1990;
TAIZ; ZEIGER, 2017). Nos tecidos vegetais, esta enzima € a principal proteina
gue contém Mo, em consequéncia disso, a deficiéncia desse nutriente pode
ocasionar 0 acumulo de nitrato devido a reducdo da aRN (TAIZ; ZEIGER,
2017).

Muitos fatores regulam a atividade da RN, como por exemplo, nitrato e
potassio que induzem a sua atividade em mangueira, 0 que pode ser
observado com a resposta da planta a aplicacdo de nitrato de potassio (KNO3)
(COUTINHO et al., 2016; ANUSUYA et al., 2018). Segundo Oliveira et al.
(2005), a luz e o estado hidrico da planta também modelam a sua atividade.
Guilherme et al. (2019) afirmaram o mesmo quanto a intensidade luminosa,
considerando-a um fator regulador da aRN. Segundo Tanan (2019), em
Physalis angulata L., nos periodos de maior radiacdo solar, ao longo do dia,
ocorrem 0s picos de atividade da enzima na raiz, acontecendo o inverso na
folha, sendo menor a atividade nesses mesmos momentos. Da mesma forma
foi observado em folhas de café (Coffea arabica L.) por Queiroz et al. (1993),
um declinio gradual da atividade da enzima no decorrer do periodo luminoso.
Enquanto Santos et al. (2014) inferiam que em Saccharum officinarum L. a
enzima é mais ativa nos horarios de maior intensidade de radiacéo solar global
e que os niveis mais baixos encontrados em condi¢cdes de menor radiacao
solar podem estar ligados a um mecanismo de controle rapido da enzima. De
um modo geral a atividade da enzima varia entre espécies de plantas, formas
de crescimento e habitats, sendo menor para espécies lenhosas (RAJSZ et al.,
2018).

A expressao dos genes da RN é rapidamente induzida em varias
plantas na presenca de nitrato (KONISHI; YANAGISAWA, 2011), pois, a
sintese da enzima € induzida pelo préprio substrato, o que explica 0 aumento
da sua atividade em maiores doses de N (MARTUSCELLO et al,, 2016). O

equilibrio da redutase do nitrato € determinado pela sua taxa de sintese e
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degradacdo. A meia vida da enzima recém sintetizada € de poucas horas na
célula e, quando a concentracdo de nitrato no substrato diminui, a atividade da
enzima também diminui rapidamente (TAIZ; ZEIGER, 2017).

A RN ¢é considerada um fator limitante para o crescimento,
desenvolvimento e producdo de proteinas em plantas que assimilam nitrato
(SOLOMONSON; BARBER, 1990), pois, sem esta enzima, nao ocorre a
assimilacdo (KAUFHOLDT et al., 2016). Devido ao seu papel regulador, esta
correlacionada indiretamente com a produtividade das culturas, pressupondo
gue plantas com alta atividade dessa enzima teriam maior capacidade de
assimilar o nitrato disponivel e, consequentemente, maior capacidade de

resposta a adubacao nitrogenada (VIANA, 2007).
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CAPITULO 2
VERIFICACAO DAS CONDICOES OTIMAS PARA ANALISE DA REDUTASE
DO NITRATO EM MANGUEIRA (Mangifera indica L.)*

RESUMO

A redutase do nitrato é a enzima chave na redugdo do nitrato (NO3) em
plantas, pois catalisa a primeira reacdo desse processo e € considerada
limitante para a producéo dos vegetais. Sua atividade pode ser quantificada
pelo método in vivo, por meio da concentragdo de nitrito difundido do interior da
célula vegetal para o meio de incubacao. O método pode diferir entre espécies,
por esse motivo requer adaptacdes para cada cultura. O objetivo do trabalho
foi verificar as melhores condicbes para a quantificacdo da atividade da
redutase do nitrato (aRN) em folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e raizes jovens
de mangueira (Mangifera indica L.) cv. Palmer, estudando os fatores: tempo de
incubacgéo, concentracdo de n-propanol, concentracdo de nitrato e pH no meio
de incubacado. A coleta do material vegetal foi realizada em plantas dispostas
aleatoriamente, em pomar comercial de mangueira com aproximadamente
cinco anos de idade, em Petrolina-PE. Foram realizados 16 ensaios, em
triplicata, sob as condicdes do planejamento fatorial 24, com dois niveis (+1 e -
1) para cada fator. Os fatores avaliados ndo atuam de forma independente. A
condicao que favorece a obtencdo da maior atividade da redutase do nitrato em
folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e raizes jovens € pH 8,5, n-propanol 1% e 50
mM de nitrato de potassio (KNO3). O melhor tempo de incubacdo em folhas é
60 minutos e em raizes 45 minutos.

Palavras-chave: Atividade enzimatica. Reducao do nitrato. Meio de incubacéo.

ABSTRACT

Nitrate reductase is a key enzyme for nitrate reduction (NO3) in plants, as it
catalyzes the first reaction of this process and it may be considered limiting for
the production of the plants. Its activity can be quantified by the in vivo method,
through of the nitrite concentration diffused from the interior of the plant cell to
the incubation medium. The method may differ among species; therefore, it
requires adaptations for each crop. This work aimed to verify the best conditions
for the quantification of nitrate reductase activity (NRa) in first and second flow
leaf and young roots of mango trees (Mangifera indica L.) cv. Palmer, studying
the factors: incubation time, n-propanol concentration, nitrate concentration, and
pH in the incubation medium. The vegetal sample was collected in randomly
arranged mango trees five years old, grown in a commercial orchard with
approximately, in Petrolina-PE. Sixteen trials were carried out, in triplicate,
under the conditions of factorial planning 2%, with two levels (+1 and -1) for each
factor. The factors evaluated do not act independently. The condition that
promotes the highest nitrate reductase activity in first and second flow leaf and

! Artigo a ser submetido para publicacdo
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roots is pH 8,5, n-propanol 1% and 50 mM of potassium nitrate (KNO3). The
best incubation time for leaf is 60 minutes and for roots is 45 minutes.
Keywords: Enzymatic activity. Reduction of nitrate. Incubation medium.

INTRODUCAO

A mangueira é cultivada em diferentes ambientes, no entanto, para a
obtencdo de elevada produtividade e qualidade dos frutos é necessaria a
interacao entre os diversos fatores de producdo, em especial o fornecimento de
nutrientes de acordo com a sua exigéncia nutricional. O nitrogénio (N) € um dos
macronutrientes mais importantes para a cultura, pois é constituinte da clorofila,
proteinas, hormoénios de crescimento e enzimas, sendo assim o fornecedor de
componentes essenciais para producéo de ramos, folhas e frutos (RAMIREZ;
DAVENPORT, 2010). A demanda é maior na fase vegetativa da planta e
influencia na relacdo entre o crescimento vegetativo, emissdo de gemas florais
e frutificacdo. Sua deficiéncia pode afetar negativamente a producdo (COSTA
et al., 2008).

A eficiéncia da planta na utilizacdo do N leva em consideracdo 0s
aspectos de absorcdo e metabolizacdo desse elemento. Uma vez que o
nitrogénio foi absorvido, pode ser assimilado na raiz ou ser transportado para
as folhas e ser assimilado na parte aérea (BREDEMEIER; MUNDSTOCK,
2000). Apds a sua entrada na célula, o nitrato (NO3’) pode ser reduzido a nitrito
(NO2) no citosol ou armazenado no vacuolo da célula para posterior reducéo e
assimilacdo (CRAWFORD, 1995).

O processo de reducédo de NOg3™ é de importancia biolégica fundamental
e é catalisado pela enzima redutase do nitrato (RN). A reacdo inicial é a etapa
mais limitante para o crescimento, desenvolvimento e producdo de proteinas
em plantas que assimilam esse elemento (CRAWFORD, 1995), por isso a RN
foi considerada enzima chave na regulacdo do metabolismo de N. Esse seu
papel regulador permite que a enzima seja relacionada, indiretamente, com a
produtividade das culturas, baseado na pressuposicdo de que plantas com
maior atividade da redutase do nitrato (aRN) tem maior capacidade de reducao
do nitrato disponivel e uma maior capacidade de responder a adubacdo
nitrogenada (BEEVERS; HAGEMAN, 1969).
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A gquantificacdo da aRN pode ser feita por ensaios in vitro e in vivo. As
técnicas in vitro empregam a extragcdo da enzima por moagem do tecido
vegetal em meios de incubacdo adequado e medem a aRN em um meio de
reacdo (HARPER; COOPER, 1970). Na técnica in vivo é feita a incubacao do
tecido vegetal original num meio de mistura reacional (HARPER; HAGEMAN,
1972; HARPER; NICHOLAS; HAGEMAN, 1973; JAWORSKI, 1971). Sugere-se
gue seja feita a adequacdo do método de andlise da atividade da enzima para
cada espécie, devido as diferentes respostas que tém sido mostradas na
literatura, a fim de se obter um protocolo confidvel e reproduzivel (OLIVEIRA et
al., 2005).

A adequacdo do método in vivo tem sido realizada variando os fatores
gue podem influenciar na quantificacdo da aRN, como por exemplo o tempo de
incubacéo, a concentracdo de n-propanol, a concentracdo de nitrato e o pH do
tampédo (MEGURO; MAGALHAES, 1982; CARELLI, 1987; OLIVEIRA et al.,
2005; SANTOS, 2013; DOVIS et al., 2014). Os autores tem utilizado o método
univariado de analise de dados. Tal método é normalmente empregado com o
objetivo de identificar a diferenca entre os tratamentos, considerando
individualmente cada fator estudado e desconsiderando o efeito simultaneo
entre esses fatores (MIGUEL et al., 2011). Os dados podem ser analisados
pelo método de analise multivariado, onde mais de um fator pode ser estudado
simultaneamente, bem como a interacdo entre os fatores, com o objetivo de
conhecer o efeito conjunto numa determinada resposta (GIESBRECHT;
GUMPERTZ, 2004; PAES, 2010; MONTGOMERY, 2013). No entanto, nao foi
verificado o uso desse método na quantificacdo da aRN.

Na analise multivariada pode ser utilizado o planejamento fatorial. No
planejamento fatorial 2%, o nivel de cada fator é reduzido para dois, maximo
(+1) e minimo (-1). A construcdo dos planos € relativamente simples e a
interpretacdo dos resultados dos experimentos tende a ser clara
(GIESBRECHT; GUMPERTZ, 2004). Esse planejamento fornece o menor
namero de experimentos com os quais os fatores k podem ser estudados em
um planejamento fatorial completo. Por esse motivo, sdo projetos muito
utilizados em experimentos de triagem de fator (MONTGOMERY, 2013).

Desse modo, o trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar as

melhores condi¢cbes para a quantificacdo da atividade da redutase do nitrato
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(aRN) em folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e em raizes jovens de mangueira
(Mangifera indica L.) cv. Palmer, estudando os fatores: tempo de incubacéo,
concentragcdo de n-propanol, concentragcdo de nitrato e pH no meio de
incubacéo.

MATERIAL E METODOS

As analises laboratoriais foram realizadas nos laboratérios de Quimica
Analitica e de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal do Vale do Séo
Francisco (UNIVASF), Campus Ciéncias Agréarias (CCA), situada no municipio
de Petrolina- PE, em maio de 2019.

A coleta do material vegetal foi realizada em pomar comercial de
mangueira (Mangifera indica L.) cv. Palmer, na fase de frutificagdo, com
aproximadamente cinco anos de idade, plantas espacadas em 7 x 2 m e area
total de 4,7 ha, na fazenda Frutavi, localizada no Perimetro Irrigado Nilo
Coelho, Petrolina- PE ( 9°18'19.2" S de latitude, 40°33'55.9" O de longitude, a
uma atitude 365,5 m acima do nivel do mar).

Foi aplicado o planejamento fatorial completo 2*, com 4 fatores em 2
niveis (+1 e -1) (Tabela 1). Os niveis foram escolhidos baseados em
experimentos encontrados na literatura (OLIVEIRA et al.,, 2005; SANTOS,
2013; DOVIS et al., 2014). Foi gerada uma matriz com o total de 16 ensaios
realizados em triplicata (Tabela 2). Os parametros experimentais selecionados
para o planejamento fatorial 2* foram: tempo de incubacdo (min) e os
componentes do meio de incubacdo (tampao fostafo), concentracdo de N-
propanol (%), concentracéo de nitrato de potassio (mM) e pH.

Tabela 1. Niveis minimos (-1) e maximos (+1) dos fatores estudados na quantificacdo da

atividade da redutase do nitrato (aRN) em folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e raizes jovens de
mangueira (Mangifera indica L.) cv. Palmer.

Fatores Niveis

-1 +1
Tempo de incubagao (min) 15 75
N-propanol (%) 1 5
Nitrato (mM) 0 200

pH 6,67 8,5
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Tabela 2. Matriz com Planejamento Fatorial completo 2* com 2 niveis e 4 fatores, para a
guantificacdo da atividade da redutase do nitrato (aRN) em folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e
raizes jovens de mangueira (Mangifera indica L.) cv. Palmer.

Experimento Tempo c(lr?1 ii::)cubagéto N-pr(g/f)anol l\(lg:at;) pH
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1

A coleta do material vegetal para a triagem dos fatores foi realizada em
plantas amostradas ao acaso dentro do mangueiral entre 9 horas e 10 horas.
Foram coletadas 72 folhas de 1° fluxo e 72 folhas de 2° fluxo vegetativo, todas
expostas a radiacdo solar, armazenadas em sacos plasticos e acondicionadas
em caixa térmica contendo gelo. As raizes jovens foram coletadas na porcéo
do solo onde se concentrava a irrigacdo, na profundidade de até 10 cm,
armazenada em papel aluminio, colocada juntamente com as folhas na caixa
térmica e levadas para o laboratorio.

A atividade da redutase do nitrato (aRN) in vivo foi determinada de
acordo com o meétodo descrito por Majerowicz et al. (2003) com algumas
alteracdes. As folhas passaram por uma sequéncia de lavagem com agua
corrente, detergente 1%, &agua corrente e agua destilada, nessa ordem.
Enquanto as raizes foram lavadas em peneira somente com agua corrente e
agua destilada para evitar a perda do material vegetal.

Apbés uma secagem superficial, foram retirados discos de 7 mm do
limbo foliar formando uma amostra composta para os dois tipos de folha. Cada
amostra simples analisada conteve 60 discos e foi pesada para obtencédo da

massa. As raizes foram picadas em fragmentos pequenos formando uma
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amostra composta. Cada amostra simples conteve 0,5 g de raiz. As porgdes de
folhas e raizes foram depositadas em tubos falcon coberto com papel aluminio,
aos quais foram adicionados 4 mL da solugédo tampéo fosfato, preparado de
acordo com a matriz contida na Tabela 2. Em seguida, o tecido vegetal
submerso na solucéo foi submetido a trés sessfes de vacuo, cada uma de 1
minuto (min) com intervalos de 30 segundos (s). Os tubos foram devidamente
fechados e incubados no intervalo de tempo definido de acordo com a matriz
contida na Tabela 2, a temperatura de 30 °C.

Apos o periodo de incubagdo, os tubos foram submetidos a imersao
em gelo por dois minutos. A quantidade de nitrito (NOy) liberada no meio de
incubacao foi determinada em aliquotas de 2 mL com a adi¢do de 1 mL de N-
naftil-etileno-diamino a 0,2% (m/v) e 1 mL de Sulfanilamida a 1% (m/v), que
reagiu por trinta min. As amostras foram analisadas em espectrofotometro UV-
VIS marca EVEN a 540 nm. A atividade da enzima foi expressa em pmol de
nitrito liberado por 1 g de folha fresca por hora de incubacdo (umol.NO,.g™*.h™),
calculada com base em equacdo linear obtida através da curva padrdo de

nitrito, previamente preparada (Figura 1).
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Figura 1. Curva de calibracé@o para estimar a atividade da redutase do nitrato em folhas de 1° e
2° fluxo vegetativo e raizes jovens em mangueira (Mangifera indica L.) cv. Palmer.

Para tratamento dos dados foi utilizado o software estatistico Statistica
Experimental design versao 8.0.

Foi realizado um segundo experimento com o objetivo de definir o
melhor tempo de incubacéo para os trés tipos de material vegetal avaliado.

Para esse, foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado
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com quatro repeticbes. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey com
p<0,05 utilizando o software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos gréficos de Pareto € possivel observar o efeito dos fatores e das
interacOes entre eles para folhas de 1° (Figura 2) e 2° fluxo vegetativo (Figura
3) e raizes jovens (Figura 4). Todos os efeitos e interacfes que ultrapassaram
a linha tracejada foram significativos, enquanto aqueles que nao ultrapassaram
foram néo significativos, ndo influenciando na atividade da redutase do nitrato
(aRN) ao nivel de significancia de 95%. Os valores dos efeitos estimados de

cada fator e das interacdes aparecem a direita de cada barra.

1T. deincubacéo b7 Af/ﬂ i ' 7 %-26,28
3 KNO; 77 116,12
2 N-prop 7 71-9,93
2*3 7 )-9,76
34 77//7/)-3.86
1*3*4 777/77]3.11
1*2*3 FZ77}-2,80
127777 -2.11
24 7777771,58
124 71,24
1*3 /////)0,9%
2*3*4 ) 0,33
1*4 V77777)-0,13
4pHE 10,060

p=,05

Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 2. Diagrama de Pareto do planejamento fatorial completo 2* obtido para a atividade da
enzima redutase do nitrato (aRN) em folhas de 2° fluxo vegetativo de mangueira (Mangifera
indica L.) (a linha vertical define 95% do intervalo de confianca).

T. de incubacao: tempo de incubacéo(1); N-prop: n-propanol (2); KNOs: nitrato de potéassio (3); pH (4).
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Figura 3. Diagrama de Pareto do planejamento fatorial completo 2* obtido para a atividade da
enzima redutase do nitrato (aRN) em folhas de 1° fluxo vegetativo de mangueira (Mangifera
indica L.) (a linha vertical define 95% do intervalo de confianca).

T. de incubacéo: tempo de incubagéo(1); N-prop: n-propanol (2); KNOgz: nitrato de potassio (3); pH (4).
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Figura 4. Diagrama de Pareto do planejamento fatorial completo 2* obtido para a atividade da
enzima redutase do nitrato (aRN) em raizes jovens de mangueira (Mangifera indica L.) (a linha

vertical define 95% do intervalo de confianga).
T. de incubacao: tempo de incubac&o(1); N-prop: n-propanol (2); KNOs: nitrato de potassio (3); pH (4).
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De acordo com as figuras pode ser inferido que o tempo de incubagéo
foi a variavel com efeito mais significativo no processo de determinacdo da
aRN para as folhas de 2° fluxo e raizes, sendo o segundo mais importante para
as folhas de 1° fluxo (Figuras 2, 3 e 4). O valor negativo dos coeficientes
mostra o efeito negativo da varidvel na quantificacdo da aRN nesses tecidos
vegetais de mangueira, indicando que pode ser prejudicada com o aumento do
tempo.

O tempo de incubacgédo é importante por estar relacionado a completa
infiltracdo do meio de reacdo nos tecidos vegetais e a necessidade de tempo
para a homogeneizacdo da temperatura (OLIVEIRA et al., 2005). Na
guantificacdo da aRN, o tempo ideal depende da espécie ou tecido em estudo
(CAZETTA; VILLELA, 2004). Dovis et al. (2014) observaram, em laranjeiras
(Citrus sinensis L.), maior atividade da redutase do nitrato em folhas e raizes
com o aumento do tempo de incubacdo. Em mudas de pupunheira (Bactris
gasipaes), a aRN aumentou acentuadamente a partir de 30 min de incubacéo,
sendo adotado 60 min como o melhor tempo para essa quantificacdo
(OLIVEIRA et al., 2005). Ja em algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), a atividade
otima da enzima foi encontrada no tempo de 20 min de incubacédo (KOUADIO
et al., 2007). Segundo esses autores, como a reducao do nitrato € uma reacao
espontanea e reversivel, podendo ser inibida pelos produtos da reacdo, um
tempo de incubacéo mais longo poderia reduzir a atividade da enzima.

A concentracao de nitrato de potassio (KNO3) foi o segundo fator mais
significativo para folhas de 2° fluxo e raizes, sendo o primeiro na ordem de
significancia para as folhas de 1° fluxo (Figuras 2, 3 e 4). Para todos os tecidos,
a presenca de KNOj apresentou-se com efeito positivo, favorecendo a aRN na
maior concentracdo de NO3. Segundo Martuscello et al. (2016), a atividade da
enzima é induzida pelo seu substrato.

Dovis et al. (2014) verificaram a aRN em folhas de laranjeiras (Citrus
sinensis L.) mesmo na auséncia do substrato exdgeno e sugeriu a existéncia
de uma reserva de nitrato nos vacuolos foliares, o que também foi observado
no presente trabalho em folhas e raizes de mangueira. No entanto, 0 aumento
na concentracdo de KNO3 aumentou potencialmente a aRN em folhas e raizes,
sendo que as raizes exigem uma menor concentragdo para apresentar sua

maxima atividade. Em algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) foi observada uma
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baixa aRN na auséncia de substrato exdgeno ao meio de rea¢do, obtendo uma
maior resposta quando 100 mM de KNO; foi adicionado (KOUADIO et al.,
2007). Em cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.), Santos et al. (2014)
confirmaram a dependéncia do acréscimo da solucdo de NOj3z no meio de
incubacdo ao observarem praticamente nenhuma aRN na auséncia de KNOs,
indicando que os tecidos foliares dessa cultura ndo acumularam NO3 suficiente
para produzir nitrito detectavel no meio de incubacdo. De acordo com Ishikawa
et al. (2009), quando nao ha o acumulo de nitrato nas folhas, pode indicar que
esse foi prontamente metabolizado ao chegar nessas células. E necessaria a
adicdo de nitrato no meio de reacdo quando se pretende verificar a maxima
aRN, lembrando que concentra¢cdes muito baixas e muito altas podem interferir
na estimativa (SANTOS et al., 2014).

O n-propanol foi o fator com terceiro maior efeito significativo para
folnas de 1° e 2° fluxo vegetativo e raizes jovens (Figuras 2, 3 e 4). Essa
variavel também teve efeito negativo na quantificacdo da aRN para todos os
materiais vegetais. Desse modo, 0 aumento na concentracdo de n-propanol
reduziu a atividade da redutase do nitrato. Esse composto quimico é um
solvente organico e pode causar a desorganizacdo da configuracdo de
proteinas (JAMUR; OLIVER, 2010), grupo em que se enquadra a redutase do
nitrato (SANTOS et al., 2014), o que pode justificar essa reducdo na atividade
da enzima.

Para quantificar a aRN é necessario que o0 NO3z do meio de reacéo
entre nas células e o nitrito (NO3") produzido difunda-se para o meio de reacéo
para ser detectado (SANTOS et al., 2014). O n-propanol facilita a transferéncia
do nitrato do meio de incubacédo, ou do vacuolo, para o citoplasma, ficando
mais acessivel a reducdo pela redutase do nitrato (LILLO, 1983; NIEVOLA;
MERCIER, 2001), pois esse solvente aumenta a permeabilidade celular ao
NO3 e ao NO;, facilitando também a liberac&o do nitrito produzido na célula no
meio de incubacdo (JAWORSKI, 1971). A taxa de difusdo do NO, formado
para a solucdo de incubacdo € utilizada como indicadora da atividade da
redutase do nitrato (JAWORSKI, 1971).

Santos et al. (2014) também concluiram que o aumento da
concentragdo de n-propanol tem efeito negativo na quantificacdo da aRN em

cana-de-acgucar (Saccharum officinarum L.), pois, a medida que se aumentou a
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concentragdo no meio de incubacdo, a aRN diminuiu. O aumento na
concentragdo desse solvente reduziu a aRN em folhas de laranjeiras (Citrus
sinensis L.), sendo 1% a concentracdo Otima para a maxima atividade da
enzima. Em raizes néo foi observada diferenca significativa com as diferentes
concentracbes (DOVIS et al., 2014). J& em folhas e raizes de abacaxizeiro
(Ananas comosus L.), o aumento na concentracdo de n-propanol (4% e 3%,
respectivamente) favoreceu a aRN (NIEVOLA; MERCIER, 2001).

O pH foi significativo apenas para as raizes, embora tenha apresentado
uma significancia baixa e bem inferior as demais variaveis (Figura 4). Como o
efeito foi positivo, o pH do meio de incubagdo mais elevado favoreceu a
guantificacdo da aRN. Para folhas de 1° e 2° fluxo esse efeito nao foi
significativo (Figura 2 e 3), indicando que é possivel obter a aRN nas folhas em
uma ampla faixa de pH, entre 6,67 e 8,5.

O efeito do pH no meio de incubacao esta relacionado a alteracées na
estrutura molecular da enzima ou a mudancas na velocidade de translocacao
de NO3; e NO; por meio da membrana (OLIVEIRA et al., 2005). A faixa
adequada de pH para a quantificacdo da aRN pode variar em diferentes
espécies como Gossypium hirsutum (KOUADIO et al., 2007), Saccharum
officinarum (SANTOS et al., 2014), Saccharum spp. (SANTOS, 2013) e Bactris
gasipaes (OLIVEIRA et al., 2005).

Nos gréaficos de Pareto pode-se observar a presenca de interacdes
entre os fatores (Figuras 2, 3 e 4). Para indicar o efeito dos fatores dentro das
interacdes duplas e triplas foi utilizado o grafico dos efeitos. As condi¢des
melhores sdo indicadas pelas retas e a inclinacdo indica o nivel de
significancia, de modo que o ponto mais alto indica a melhor condi¢cao. Quanto
maior a inclinacdo, maior a alteracdo na resposta causada por aquele efeito
(GIROTTO et al., 2007).

A interacdo tripla entre os fatores foi significativa apenas para folhas de
2° fluxo e raizes. Na interacdo negativa entre o tempo de incubacéo, n-
propanol e KNOg3, observa-se que na auséncia de KNOg3 o efeito do n-propanol
€ baixo para ambos os tecidos e o menor tempo de incubacédo favorece a
atividade da enzima. Quando na presenca de KNO3, a menor concentracao de

n-propanol favorece a atividade da redutase do nitrato num tempo de
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incubacdo menor e maior para folhas de 2° fluxo e raizes, respectivamente
(Figura5 A e 5 B).
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Figura 5. Gréfico de efeitos do planejamento fatorial completo 2* da interacdo entre os fatores
tempo de incubacéo, n-propanol e KNO; para folhas de 2° fluxo (A) e raizes (B) de mangueira
(Mangifera indica L.).
T. de incubagao: tempo de incubagdo; 15: 15 minutos; 75: 75 minutos; N-prop: n-propanol; 1: 1%,; 5: 5%.
aRN: atividade da redutase do nitrato; KNOs3: nitrato de potassio; 0: 0 mM; 200: 200 mM.

Na interacdo entre o tempo de incubacdo, KNO3; e pH, a maior

concentragdo de KNO3; e menor tempo de incubacédo favorecem a atividade da
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enzima que é pouco influenciada pelo pH, tanto em folhas de 2° fluxo como em
raizes (figura 6 A e 6 B).
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Figura 6. Gréfico de efeitos do planejamento fatorial completo 2* da interacdo entre os fatores
tempo de incubacdo, KNO; e pH para folhas de 2° fluxo (A) e raizes (B) de mangueira
(Mangifera indica L.).

T. de incubacao: tempo de incubacdo; 15: 15 minutos; 75: 75 minutos; aRN: atividade da redutase do
nitrato; KNOs: nitrato de potassio; 0: 0 mM; 200: 200 mM.

Considerando que ndo houve interacdo tripla significativa para folhas
de 1° fluxo, o efeito dos fatores foi demonstrado por meio das interacées duplas
significativas. Na interacao entre KNO3 e n-propanol, a aRN é favorecida com a
maior concentracdo do sal e menor concentracdo do solvente organico (Figura

7 A). Na interacdo entre tempo de incubacdo e n-propanol, o efeito dos fatores
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€ pouco significativo, porém a atividade da enzima € favorecida em menor
concentracdo de n-propanol e um menor tempo de incubacao (Figura 7 B).
Observar-se que a interacao entre KNO3 e pH tem efeito pouco significativo, no
entanto a maior concentracdo de KNOg favorece a aRN (Figura 7 C).
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Figura 7. Gréfico de efeitos das interacdes duplas do planejamento fatorial completo 2* entre
os fatores KNO3 e N-prop (A), tempo de incubac&@o e N-prop (B); KNO;3 e pH (C) para folhas de
1° fluxo de mangueira (Mangifera indica L.).
T. de incubacdo: tempo de incubacdo; 15: 15 minutos; 75: 75 minutos; aRN: atividade da redutase do
nitrato; KNOs: nitrato de potassio; 0: 0 mM; 200: 200 mM; N-prop: N-propanal; 1: 1%; 5: 5%.
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As interacdes duplas significativas, para folhas de 1° fluxo, estao
representadas em graficos de quadrado e as triplas significativas, para folhas
de 2° fluxo e raizes, em gréficos de cubo, onde cada vértice representa uma
combinacdo entre os fatores, indicando a condicdo favoravel para a
guantificagdo da maior atividade da redutase do nitrato (aRN).

A interacdo dupla com efeito mais significativo em folhas de 1° fluxo foi
entre KNO3; e n-propanol (Figura 3). A partir do quadrado percebe-se que a
maior aRN foi encontrada na maior concentragdo de KNO3; (200 Mm) e menor

concentragéo de n-propanol (1%) (Figura 8 A).
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Figura 8. Grafico de quadrado das interacBes duplas do planejamento fatorial completo 2*
entre os fatores KNO3; e N-prop (A), tempo de incubacdo e N-prop (B); KNO3 e pH (C) para

folhas de 1° fluxo de mangueira (Mangifera indica L.).
T. de incubacao: tempo de incubacgéo; 15: 15 minutos; 75: 75 minutos; KNOs: nitrato de potassio; 0: 0 mM;

200: 200 mM; N-prop: N-propanol; 1: 1%; 5: 5%.
A segunda interacdo dupla mais significativa foi entre tempo de
incubacdo e n-propanol (Figura 3), com a maior aRN quantificada quando

ambos os fatores se encontraram nas condi¢cdes minimas (Figura 8 B).
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A terceira e ultima interacao dupla significativa para folhas de 1° fluxo
foi entre KNO3 e pH (Figura 3), com a maior atividade da enzima na maior
concentracdo de KNO3 e menor pH, embora seja um valor muito préximo ao
encontrado no maior pH, demonstrando mais uma vez a pequena significancia
do pH na quantificagdo da aRN (Figura 8 C).

A interagao tripla com efeito mais significativo para folhas de 2° fluxo foi
entre os fatores tempo de incubacdo, KNO3; e pH, sendo essa a segunda mais
significativa para as raizes (Figuras 2 e 4). Através do cubo é possivel perceber
gue a maior aRN no tecido foliar foi encontrada quando o tempo de incubacgéo
foi 0 minimo (15 min), a concentracdo de KNO3 foi méxima (200 mM) e o pH
minimo (6,67), sendo diferente nas raizes apenas quanto ao pH, que favoreceu
a aRN guando esteve no maximo (8,5) (Figuras 9 A e 9 B).

0,052

Figura 9. Gréfico de cubo do planejamento fatorial completo 2* para a interacdo entre os
fatores tempo de incubacédo, KNO3; e pH em folhas de 2° fluxo (A) e raizes (B) de mangueira
(Mangifera indica L.).

T. de incubacao: tempo de incubacdo em minutos; KNOg: nitrato de potassio em mM (milimolar).

A segunda interacdo com efeito significativo para folhas de 2° fluxo foi
entre os fatores tempo de incubacédo, n-propanol e KNO; (Figura 2), sendo
essa interacdo a primeira mais significativa para as raizes (Figura 4). A maior
aRN em folhas de 2° fluxo foi observada quando o primeiro e segundo fator
esteve no minimo (15 min e 1%, respectivamente) e o terceiro fator na

concentracdo maxima (200 mM), se diferenciando das raizes apenas quanto ao
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tempo de incubagédo, que o maior (75 min) favoreceu a maior atividade da

enzima nesses tecidos (Figuras 10 A e 10 B).

0,016 0,036

SOREA

Figura 10. Gréfico de cubo do planejamento fatorial completo 2* para a interacdo entre os
fatores tempo de incubacdo, n-propanol e KNO; em folhas de 2° fluxo (A) e raizes (B) de
mangueira (Mangifera indica L.).

T. de incubacgé&o: tempo de incubagdo em minutos; KNOs: nitrato de potassio em mM; N-prop: n-propanol
em %.

No segundo experimento, a fim de definir o tempo de incubacao ideal
para quantificar a atividade da redutase do nitrato, observou-se que em folhas
de 2° fluxo, a maior atividade da enzima foi encontrada nos tempos de 60, 75 e
90 minutos de incubacao, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre
eles. Em folhas de 1° fluxo, independente do tempo, a atividade da enzima foi
igual. No tecido radicular, a maior atividade da enzima foi encontrada nos
tempos de 30, 45 e 90 minutos de incubacao, que foram iguais estatisticamente
(Tabela 3).
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Tabela 3. Sintese da andlise de variancia para folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e raizes
jovens (material vegetal) de mangueira cv. Palmer em diferentes tempos de incubacéo.

L Valor ‘F’

Fonte de variagao Folha 1° fluxo Folha 20 fluxo*® Raiz*
Tempo de incubacéo 1,38 24,02 11,22*
30 0,076 0,065 b 0,089 a
45 0,084 0,052 b 0,079 ab
60 0,091 0,106 a 0,064 bc

75 0,079 0,109 a 0,062 ¢

90 0,074 0,100 a 0,084 a

CV (%) 14,21 124 9,47

E provavel que essa diferenca na resposta entre os tecidos vegetais seja
devido as caracteristicas estruturais. Em folhas, o niumero de camadas que
forma a epiderme pode variar de acordo com a intensidade luminosa e
disponibilidade de agua, por exemplo. Folhas que recebem muita radiacdo
solar (folhas de sol), o que ocorre em condigbes semiaridas, sdo usualmente
mais espessas e diferenciadas (MENEZES et al., 2006), além da cuticula
cerosa que cobre a superficie foliar para evitar a perda de agua nessas
condicbes (TAIZ; ZEIGER, 2017), sendo entdo necessario maior tempo de
incubacéao para quantificar a aRN nos tecidos foliares, enquanto que as células
epidérmicas das raizes sdo unisseriadas, com uma fina cuticula junto a
epiderme e s&80 pouco resistentes a passagem de agua e sais minerais
(GLORIA; HAYASHI, 2006), sendo entdo um menor tempo de incubacdo
suficiente para quantificar a aRN.

Considerando que o aumento no tempo de incubacdo tem efeito
negativo sobre a atividade da redutase do nitrato na cultura da mangueira, o
ideal € que seja definido um tempo minimo capaz de quantificar a maior aRN
em cada tecido vegetal avaliado, sendo entdo 60 minutos para folhas de 1° e 2°
fluxo vegetativo e 45 minutos para raizes jovens. Embora ndo tenha sido
observada diferenca estatistica significativa nos diferentes tempos de
incubacdo em folhas de 1° fluxo, somente a partir de 60 minutos € possivel
detectar valores de absorbéancia dentro da curva padrdo de nitrito, realizada
para estimar a atividade da enzima. De igual modo foi verificado para a raiz,

porém a partir de 45 minutos de incubacao.
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De forma a buscar as melhores condi¢cbes levando em consideracdo a
deteccdo da aRN e reduzir custos e tempo analitico, utilizou-se a concentracao
de KNO3; de 50mM, condicdo 6tima determinada por Oliveira et al. (2005),
Nievola et al. (2001), Santos et al. (2014) e Santos Neto et al. (2019).

CONCLUSOES

Os fatores tempo de incubagédo, concentragcdo de n-propanal,
concentracdo de nitrato de potassio e pH ndo atuam independentemente,
havendo interacdo entre eles para folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e raizes
jovens de mangueira, variando as interacdes.

A condicdo que favorece a obtencdo da atividade da redutase do
nitrato em folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e raizes jovens é pH 8,5, 1% de n-
propanol e 50 mM de nitrato de potassio (KNO3).

O melhor tempo de incubacgéo para quantificar a atividade da redutase
do nitrato em folhas € 60 minutos.

O melhor tempo de incubacao para quantificar a atividade da redutase

do nitrato em raizes jovens € 45 minutos.
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CAPITULO 3
CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA REDUTASE DO NITRATO
NAS DIFERENTES FENOFASES DE MANGUEIRA CV. PALMER
CULTIVADA NO VALE DO SAO FRANCISCO?

RESUMO

A redutase do nitrato é a enzima que catalisa a primeira rea¢do de reducao no
processo de assimilacéo de nitrato (NO3), principal e maior fonte de nitrogénio
(N) na maioria dos solos. Esse elemento € um dos macronutrientes requeridos
em maior quantidade pela mangueira (Mangifera indica L.) e tem grande
influéncia no crescimento e desenvolvimento das plantas. Nesse contexto, o
objetivo do trabalho foi avaliar a atividade da redutase do nitrato (aRN) ao
longo do dia e caracteriza-la em folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e raizes
jovens de mangueira cv. Palmer, cultivada no Vale do Submédio Sao
Francisco, nos diferentes estadios fenoldgicos da cultura. A coleta do material
vegetal foi realizada em quatro pomares comerciais de mangueira localizados
em Petrolina-PE e Manigoba, distrito de Juazeiro-BA. Em cada fenofase foram
coletadas folhas e raizes aleatoriamente de seis plantas dispostas no pomar.
Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticoes, e
a quantificacdo da aRN baseou-se no método in vivo de avaliagcdo. Os dados
foram submetidos a ANOVA pelo teste ‘F’ e as médias comparadas pelo teste
de Tukey. A acdo da enzima foi maior no periodo de maior radiacdo solar, as
10 h. As folhas de 2° fluxo e raizes constituem os principais sitios de
assimilacdo de NOj3 na cultura da mangueira, podendo haver modulacdo em
funcdo da adubacdo com fonte de nitrato nas diferentes fases fenoldgicas. A
atividade da enzima foi maior na fase vegetativa do que na reprodutiva e foi
favorecida pela aplicacdo de potassio usado na maturacdo de ramos e
desenvolvimento do fruto.

Palavras-chave: Fenologia. Nitrogénio. Atividade enzimatica. Mangifera indica.

ABSTRACT

Nitrate reductase is the enzyme that catalyzes the first reaction of reduction
during the nitrate assimilation process (NO3), the principal and largest source of
nitrogen (N) in most soils. This element is one of the macro nutrients required in
more quantity by the mango trees (Mangifera indica L.) and has an important
influence on the growth and development of the plants. In this view, the
objective of this study was to evaluate the nitrate reductase activity (RNa)
throughout the day and it was characterized in leaves of the first and second
vegetative flows, and young roots of mango trees cv. Palmer, grown in the sub-
middle Séo Francisco Valley, in different phenological stages of the culture. The
collect of vegetal samples was carried out in four commercial mango orchards
located in Petrolina-PE and Manicoba, district of Juazeiro-BA. During each

? Artigo a ser submetido para publicacéo.
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phenophase, leaves and roots were randomly collected from six plants of each
orchard. Complete randomized design with four replications was used, and aRN
guantification was based on the in vivo evaluation method. The data were
submitted to ANOVA by the 'F' test and the means were compared by the
Tukey test. The activity of the enzyme was higher in the period of higher solar
radiation, at 10 o’clock. Second flow leaf and roots are the main sites of NO3’
assimilation in mango trees, being possible to have a modulation as function of
the fertilization with nitrate source in the different phenological phases. The
activity of the enzyme was higher in the vegetative than in the reproductive
phase and it was favored by the application of potassium used in fruit
maturation and fruit development.

Keywords: Phenology. Nitrogen. Enzymatic activity. Mangifera indica.

INTRODUCAO

Em condi¢des semiaridas, o cultivo da mangueira pode ocorrer durante
todo o ano desde que seja realizado o manejo adequado das plantas com o
intuito de favorecer a floracdo (MOUCO, 2015). No entanto, a produtividade da
cultura é relativamente baixa devido a fatores ligados a floragcéo e frutificacao,
principalmente. Nesse caso, deve-se atentar aos aspectos fisiologicos,
fitopatolégicos e nutricionais relacionados a esses eventos para que a
producdo de frutos seja satisfatoria (AULAR; NATALE, 2013; COUTINHO;
COSTA,; PIO, 2016).

Existem ferramentas para o manejo da floracio em mangueira por meio
da poda, do manejo nutricional e uso de reguladores de crescimento
(KRISHNA et al., 2017). A sincronizacdo da vegetacdo das copas, melhor
realizada por poda em todos os ramos da planta, € um primeiro passo
necessario no programa de manejo da floracdo e tem como objetivo deixar os
ramos no mesmo estadio fisiolégico de maturidade. O préximo passo € a
aplicacdo de paclobutrazol (PBZ) na quantidade e tempo adequado (RAMIREZ;
DAVENPORT, 2010; WONGSRISAKULKAEW et al., 2017). Este, por sua vez,
paralisa 0 crescimento vegetativo e impede a distribuicdo da seiva elaborada,
fazendo com que haja o acumulo de carboidrato nos ramos, levando-os a
maturacao (TAIZ et al., 2017).

Para o estimulo bem sucedido do florescimento, sais de nitrato devem
ser aplicados, via pulverizacdo foliar, depois que os brotos da mangueira

atingirem a maturidade ou idade suficiente para superar qualquer influéncia
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inibitéria sobre a resposta de floracdo (DAVENPORT, 2000). O nitrato de
potéassio (KNO3) induz a atividade da redutase do nitrato (aRN), enzima chave
na via de assimilacao de nitrato para a sintese de aminoacidos, em particular a
metionina (ANUSUYA et al., 2018), produto intermediario precursor do etileno
que, por sua vez, promove o florescimento na mangueira (SUDHA;
BALAMOHAN; SOORIANATHASUNDARAM, 2012; COUTINHO; COSTA,; PIO,
2016).

A redutase do nitrato esta localizada no citosol celular e catalisa a
reducédo de nitrato a nitrito (NO3" a NOy), etapa limitante na via de assimilacéo
de nitrogénio (N) em aminoacidos, proteinas e outros compostos nitrogenados
nas células, desempenhando papel fundamental na resposta das plantas a
deficiéencia desse elemento (KICHEY et al., 2006, 2007; ANDREWS et al.,
2013; KAUR et al., 2015; IMRAN et al., 2019).

A atividade da redutase do nitrato é regulada por diversos fatores como
a presenca do nitrato, ou seja, seu substrato (COUTINHO et al., 2016;
ANUSUYA et al., 2018), a luz (QUEIROZ et al., 1993; OLIVEIRA et al., 2005;
GUILHERME et al., 2019), o estado hidrico (OLIVEIRA et al., 2005), a espécie,
a forma de crescimento e o habitat, sendo menor em espécies lenhosas
(RAJSZ et al., 2018). A regulacdo da aRN é necessaria para evitar o acumulo
de nitrito que é toxico para a célula (TAIZ et al.,, 2017). Além disso, essa
regulacdo tem uma relacdo proxima com a fotossintese, pois a etapa de
reducdo de nitrito a amonio utiliza a ferredoxina reduzida, um produto desse
processo. Sendo assim, uma diminuicdo da fotossintese poderia causar o
acumulo de nitrito no meio celular se a atividade da enzima néo fosse regulada
(LILLO et al., 2003).

A reducéo do NOg3 pode ocorrer no sistema radicular ou na parte aérea
das plantas (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000), podendo variar entre as
diferentes espécies (BLACK; FUCHIGAMI; COLEMAN, 2002). Oliveira et al.
(2005) observaram a atividade da enzima em folhas e raizes de mudas de
pupunheira (Bactris gasipaes), sendo maior nas folhas, bem como foi
observado na cultura da videira (MESQUITA et al., 2018). Em milho foi
observada uma alternancia na aRN entre folhas e raizes, quando a atividade

da enzima estava alta nas raizes encontrava-se baixa nas folhas e vice versa
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(FREITAS et al., 2007). Na cultura da mangueira (Mangifera indica L.) a aRN
foi observada em ambos os tecidos vegetais, porém maior nas raizes (SOUZA
et al., 2016), sendo o estudo realizado apenas na fenofase da floragéo.

Na auséncia da aRN a redugéo do NO3" ndo ocorre (KAUFHOLDT et al.,
2016) e limita o crescimento, desenvolvimento e producdo de proteinas nas
plantas que assimilam esse elemento (SOLOMONSON; BARBER, 1990). Em
funcdo do seu papel regulador tem sido correlacionada indiretamente com a
produtividade das culturas, sugerindo que plantas com alta aRN tem maior

capacidade de resposta a adubacao nitrogenada (VIANA, 2007).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi definir o horario de maior
atividade da redutase do nitrato e caracterizar a atividade da enzima em folhas
de 1° e 2° fluxo vegetativo, e raizes jovens de mangueira cv. Palmer nas
diferentes fases fenoldgicas da cultura, visando entender como a planta modula

0 metabolismo do nitrogénio ao longo do seu ciclo.

MATERIAL E METODOS

As andlises laboratoriais foram realizadas nos laboratorios de Quimica
Analitica e Fisiologia Vegetal da Universidade Federal do vale do Sé&o
Francisco (UNIVASF), Campus Ciéncias Agrarias (CCA), situada na cidade de
Petrolina- Pe, no periodo de dezembro de 2018 a julho de 2019.

A coleta do material vegetal foi realizada em quatro diferentes pomares
comerciais de mangueira (Mangifera indica L.) cv. Palmer. Na tabela 1 estdo as

informacdes gerais referentes a cada area estudada.

Tabela 1. Informacgdes gerais referentes as areas estudadas.

Pomar Local Idade Espacamento Tamanho Sis;emaNde Vazz_”alo
(anos) (m) (ha) Irrigacéo (L.h)
Area 1l Sebastifo da manga 8 5x8 12,54 Gotejo 2
Area 2 Sebastifo da manga 8 3,5x6 8,68 Gotejo 2
Area 3 Francés 7 3x6 2 Microaspersao 55
Area 4 Francés 7 4x6 2,2 Microaspersao 45

O clima da regiédo é classificado como Bsh semiarido, com temperatura
média anual de 24°C e precipitacdo anual menor que 700 mm (ALVARES et

al.,, 2013). Os dados climéaticos referentes a precipitacdo pluviométrica,
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radiacao solar, temperatura e umidade relativa do ar, no periodo de realizacdo
do experimento, foram registrados e obtidos da estagcdo meteorolégica
automatica instalada no Campus de Ciéncias Agrarias da UNIVASF.

As préticas culturais como poda, controle de plantas invasoras, pragas
e doencas foram realizadas conforme descritas em Normas técnicas da
producéo integrada de manga (LOPES et al., 2003). Foi realizada a aplicacao
de paclobutrazol (PBZ), desponte e quebra de dorméncia no manejo da
inducao floral de acordo com as recomendacdes de Albuquerque et al. (2002).
O manejo nutricional foi realizado via fertirrigacdo de acordo com a andlise de
solo e foliar, a fim de atender a demanda da cultura (SILVA et al., 2002).

A fim de definir o melhor horario para a coleta do material vegetal foi
realizada uma caracterizacao diurna da aRN. Para tal, folhas de 1° e 2° fluxo
vegetativo e raizes jovens foram coletadas ao longo do dia a cada duas horas,
iniciando 8 h e finalizando as 16 h, periodo de livre acesso as fazendas. A aRN
foi monitorada nos diferentes estadios fenoldgicos da mangueira e a coleta do
material para essa etapa foi realizada no horario de maior atividade, definido a
partir da caracterizacdo diurna. Na tabela 2 estad descrito o local de coleta
referente a cada fenofase.

Tabela 2. Fenofases da cultura da mangueira objeto da coleta de material para analises de
atividade da enzima redutase do nitrato e respectivos locais de coleta de folhas e raizes.

Pomar

Fenofases p p — —
Area l Area 2 Area 3 Area 4

Pré-poda X
Poda X
PBZ (12 DAA) X
PBZ (32 DAA) X
Maturacéo
Pré-inducéo
Inducao floral
Florescimento
Frutificacdo X

X X X X

Obs.: Area 1 e 2= Sebastido da manga (Petrolina-Pe); Area 3 e 4= Francés (Mani¢oba-Ba).

O material vegetal foi obtido de seis plantas amostradas ao acaso
dentro do mangueiral. Da por¢cdo mediana de cada planta foram coletadas duas
folhas de 1° fluxo (penultimo fluxo vegetativo) e duas folhas de 2° fluxo (Gltimo

fluxo vegetativo) expostas a radiacdo solar, como representado na figura 1,
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totalizando 12 folhas de cada tipo, e uma porcao de raizes finas (absorventes)

na profundidade de 0-10 cm na faixa irrigada do solo.

) !@.J R
§

Folha de 2° fluxo vegetativo

Folha de 1° fluxo vegetativo

Figura 1. Detalhe das folhas de mangueira de 1° e 2° fluxo vegetativo coletadas para a
guantificacdo da atividade da enzima redutase do nitrato.

Folhas e raizes foram armazenadas em sacos plasticos e papel
aluminio, respectivamente, ambos acondicionados em caixa térmica contendo
gelo.

A atividade da redutase do nitrato (aRN) in vivo foi determinada de
acordo com o meétodo descrito por Majerowicz et al. (2003) com algumas
alteracoes. As folhas passaram por uma sequéncia de lavagem com agua
corrente, detergente 1%, agua corrente e agua destilada, nessa ordem.
Enquanto as raizes foram lavadas em peneira somente com agua corrente e
agua destilada para evitar a perda do material vegetal.

ApoOs secagem, foram retirados discos de 7 mm do limbo foliar
formando uma amostra composta para os dois tipos de folha. Cada amostra
simples analisada conteve 60 discos e foi pesada para obtencdo da massa. As
raizes foram picadas em fragmentos pequenos formando uma amostra
composta. Cada amostra simples conteve 0,5 g de raiz. As porc¢des de folhas e
raizes foram depositadas em tubos falcon envolto com papel aluminio, aos
guais foram adicionados 4 mL da solucédo tampao fosfato 0,05 M, pH 7,5,
nitrato de potassio (KNO3) 0,05 M e n-propanol 1%. Em seguida, o tecido

vegetal submerso na solucéo foi submetido a trés sessdes de vacuo, cada uma
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de 1 minuto (min) com intervalos de 30 segundos (s). Os tubos foram
devidamente fechados e incubados por 60 minutos a temperatura de 30 °C.

Ap6s o periodo de incubacdo, os tubos foram submetidos a imersao
em gelo por dois minutos. A quantidade de nitrito (NOy) liberada no meio de
incubacao foi determinada em aliquotas de 2 mL com a adi¢do de 1 mL de N-
naftil-etileno-diamino a 0,2% (m/v) e 1 mL de Sulfanilamida a 1% (m/v), que
reagiu por trinta min. As amostras foram analisadas em espectrofotometro UV-
VIS marca EVEN a 540 nm. A atividade da enzima foi expressa em pmol de
nitrito liberado por 1 g de folha fresca por hora de incubacdo (umol.NO,.g™*.h™),
calculada com base em equacéao linear obtida por meio da curva padréo de
nitrito, previamente preparada.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado
com quatro repeticbes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey com
p<0,05 utilizando o software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A atividade da redutase do nitrato (aRN) em mangueira cv. Palmer foi
observada ao longo do dia em folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e raizes

jovens, indicando dois sitios de assimilacdo de N (parte aérea e raiz) (Figura 2).

0,35 ;
—e— Raiz

0,30 1 o o Folha 2° fluxo

o ——+- Folha 1° fluxo
0,25
0,20 1
0,15
0,10 1
0,05
0,00

umol de NO5.g'1 .h-1

Hora do dia (h)

Figura 2. Variacdo diurna da atividade da redutase do nitrato em folhas de 1° e 2° fluxo
vegetativo, e raizes jovens de mangueira cv. Palmer.
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Para folhas de 2° fluxo e raizes, a aRN pbde ser observada a partir das
primeiras horas da manh& com um pico as 10 h, diminuindo a partir do meio
dia. As folhas de 1° fluxo apresentaram uma pequena variacdo na atividade da
enzima no periodo da manh&, sem pico evidente de atividade nos horarios
monitorados, mas com igual tendéncia de reducédo da aRN a partir do meio dia
(Figura 1). E possivel observar que o pico de atividade coincidiu com o horéario
de maior radiacao solar (Figura 3).

Comportamento semelhante ao observado no presente estudo foi
reportado por Oliveira et al. (2005) em folhas de pupunheira (Bactris gasipaes),
na qual maxima atividade da aRN também foi verificado as 10 h, apos trés
horas do inicio do periodo luminoso. Além disso, os autores também
observaram declinio na atividade da enzima apO0s esse horario.
Adicionalmente, em laranjeiras (Citrus sinensis) cv. Valéncia, a maxima aRN
também foi observada nesse mesmo horario, correspondendo com a maxima
fotossintese (DOVIS et al., 2014). Esse comportamento se deve ao efeito da
luz sobre a atividade da enzima, que pode ser direto, na sua ativacdo, ou
indireto, via processo fotossintético, que fornece a energia necessaria para a
assimilacao do nitrato (MARTUSCELLO et al., 2016).
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Figura 3. Valores médios de radiacé@o solar obtidos da estacdo meteoroldgica da Universidade
Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF), Campus de Ciéncias Agrarias (CCA), em
diferentes dias e fases fenoldgicas da mangueira (Mangifera indica L.).

Dos fatores climéaticos monitorados no dia do ensaio, a radiagdo solar

parece ter sido o que mais influenciou a atividade da redutase do nitrato.
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Santos et al. (2014) inferiram que a enzima € mais ativa nos horarios de maior
intensidade de radiacdo solar global e que os niveis mais baixos da aRN
obtidos no inicio da manhd e no final do dia podem estar ligados a um
mecanismo de controle rapido da atividade dessa enzima que, de acordo com
Taiz et al. (2017), pode ser por meio da fosforilacdo e desfosforilagdo, uma
modificacdo pos-traducional regulada pela luz.

Segundo Khouri (2007), os maiores valores de aRN e provavelmente
maior absorcdo de NOj, ocorrem durante os periodos de alta temperatura e
demanda evaporativa. Essas condi¢cdes podem aumentar o influxo de agua e
NO; para as folhas, favorecendo a atividade da enzima nesses tecidos, pois 0
NOj é translocado para a parte aérea via xilema por fluxo transpiratorio (TAIZ
et al., 2017), aumentando assim a disponibilidade do substrato para a enzima.

Foi realizado o monitoramento da atividade da redutase do nitrato nas
diferentes fenofases na cultura da mangueira e verificou-se, apds a colheita e
antes da realizacdo da poda (pré-poda), maior atividade da redutase do nitrato
na raiz, diferindo estatisticamente das folhas de 1° e 2° fluxo que né&o diferiram
entre si (Figura 4). Pode-se observar que apés a realizacdo da poda néao foi
guantificada a aRN em folhas de 2° fluxo porque esse manejo retira esse
material. De forma geral, o nitrato absorvido pelas raizes pode ser assimilado
nos tecidos radiculares ou nos tecidos foliares, dependendo da sua
disponibilidade (OLIVEIRA et al., 2011).
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Figura 4. Atividade da redutase do nitrato em folhas e raizes de mangueira cv. Palmer nas
fases de pré-poda e poda, nos dias 14/04/2019 e 29/04/2019 respectivamente, na area 1 da
fazenda Sebastido da manga em Petrolina-PE.
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As plantas em estudo néo receberam adubacdo nitrogenada via
fertirrigacdo ou foliar apds a colheita, podendo esse ser um fator para a baixa
atividade da enzima nas folhas de 1° e 2° fluxo. Além disso, a baixa aRN
nesses tecidos pode ter ocorrido em fungédo das baixas concentracdes de NO3’
devido a exportacdo de N pelos frutos colhidos na safra anterior, um a dois
meses antes, N0 maximo, pois esse elemento € o segundo macronutriente mais

extraido pela colheita na cultura da mangueira (NASCIMENTO et al., 2005).

Acredita-se que a maior atividade da enzima nas raizes pode ter sido em
funcdo das aplicacdes de nitrato de calcio, via fertirrigagéo, realizadas durante
o desenvolvimento do fruto no ciclo anterior e que nao foi requerido pela planta,
sendo armazenado nos vacuolos radiculares para posterior metabolizagéo.
Segundo Prado (2013), as frutiferas assimilam NO3 principalmente nas raizes,
havendo incremento nas folhas quando ha um aumento na disponibilidade
desse elemento. A mangueira parece apresentar uma grande capacidade
armazenadora de substancias de reservas, além de possuir um sistema
radicular que apesar de pouco denso, ocupa um grande volume de solo
(CASTRO NETO, 1995). J& na cultura da videira, as folhas jovens
apresentaram uma elevada atividade da redutase do nitrato apos a colheita, o
gue foi assemelhado ao acumulo de sacarose e amido (HUNTER; RUFFNER,
1997). Segundo esses autores, 0 aumento na atividade da enzima poderia
estar relacionado ao acumulo anual de nitrogénio na cultura. Essa diferenca
entre a mangueira e videira pode ser em funcéo do manejo de N no ciclo anual.
Além do que a localizacdo do tecido de assimilacao de nitrato em plantas varia
de acordo com a espécie e pode indicar diferentes adaptacfes ecoldgicas
(BLACK; FUCHIGAMI; COLEMAN, 2002).

Aos 15 dias apds a poda, independente do material vegetal avaliado, a
redutase do nitrato apresentou atividade estatisticamente igual (Figura 4). Na
poda de producédo, realizada apdés a colheita, os principais objetivos sé&o
realizar a limpeza de ramos secos e doentes, além da abertura central da
planta para promover maior iluminacdo na parte interna, favorecendo o
crescimento vegetativo para a préxima colheita, desse modo, todos 0s recursos
sdo direcionados para o0 crescimento vegetativo (MOUCO, 2015;
WOLSTENHOLME; WHILEY, 1990). Apds esse trato cultural foi realizada
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adubacéo nitrogenada nas plantas, porém, ndo foi observado aumento na aRN
nos tecidos vegetais. Esse fato pode ser porque a fonte de N disponibilizada foi
sulfato de amobnio que nao contém nitrato (NO3) na sua composicdo, o
principal substrato para a ativagdo da enzima (MARTUSCELLO et al., 2016).
De um modo geral, sulfato de aménio e uréia sdo as principais fontes de N
disponibilizadas nessa fase para a cultura da mangueira. Sais de nitrato sao
aplicados na fase de quebra de dorméncia de gemas, via foliar, e na fase de

desenvolvimento dos frutos, via fertirrigagéo.

A fim de inibir o crescimento dos ramos e promover a maturagdo das
gemas, € realizada aplicacdo de paclobutrazol (PBZ), um regulador de
crescimento que aumenta o potencial da planta em produzir brotos reprodutivos
(DAVENPORT, 2007). Na fase de travamento da planta, verificou-se um
aumento na aRN nas folhas em detrimento das raizes. Aos 12 dias apés a
aplicagéo (DAA) do PBZ a maior aRN foi encontrada nas folhas de 1° fluxo que
foi estatisticamente diferente apenas das raizes. Folhas de 2° fluxo e raizes
nao diferiram entre si (Figura 5). Aos 32 DAA, a atividade da enzima foi maior
em folhas de 1° e 2° fluxo ndo diferindo estatisticamente entre si, porém,

diferindo das raizes (Figura 5).
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Figura 5. Atividade da redutase do nitrato em folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo, e raizes jovens
de mangueira cv. Palmer aos 12 e 32 dias ap6s a aplicacdo de paclobutrazol, no dia
22/01/2019, nas é&reas 3 e 4, respectivamente, da fazenda Francés em Manicoba-BA.

O PBZ é um regulador de crescimento e tem sido amplamente utilizado
na mangicultura com o objetivo de restringir o crescimento vegetativo, propiciar
0 acumulo de carboidratos e promover a floragdo. Basicamente, funciona

bloqueando a sintese de giberelina (SANTOS, 2017) que inibe o florescimento



64

e estimula o crescimento vegetativo (TAIZ et al., 2017). A menor atividade da
enzima nas raizes em ambos os dias analisados nessa fase, pode estar
relacionada a menor atividade metabdlica no sistema radicular, uma vez que o
PBZ é aplicado via sistema radicular, afetando o crescimento das raizes e
consequente reducéo da forca de dreno, afetando a demanda e o consumo de
energia, pois o dispéndio energético para a reducdo do NOjs nos tecidos
radiculares é elevado e as raizes sdo consideradas sitios de assimilacdo
menos eficientes do que a parte aérea (CARELLI; FAHL, 1991), visto que as
folhas sdo o centro de sintese de ATP e agentes redutores (BLOOM;
SUKRAPANNA; WARNER, 1992).

A maior aRN nas folhas de 1° e 2° fluxo pode estar relacionada ao
aumento no teor de carboidrato nesses locais, fonte primordial de energia,
mesmo que a maior parte dos agucares seja direcionada para a maturacao dos
ramos, pois a disponibilidade de carboidratos aumenta a taxa de reducéo de
nitrato (KLEPPER; FLESHER; HAGEMAN, 1971). Embora a aplicagdo de PBZ
diminua o potencial hidrico na raiz e, consequentemente, reduz as taxas
transpiratorias, a dose adequada do produto ndo deve diminuir a producdo de
fotoassimilados (SOUZA et al., 2016), fazendo a manutencdo do metabolismo
vegetal nessas condi¢des, o0 que parece ter ocorrido nas plantas em estudo ao
observar que a redutase do nitrato manteve a sua atividade, principalmente
considerando que a demanda por compostos nitrogenados deve diminuir desta
fase de travamento do crescimento da planta, na qual ndo ha geracédo de

tecidos novos.

Souza et al. (2016) caracterizaram a atividade da redutase do nitrato
em folhas e raizes de mangueira cv. Palmer, ap0s aplicacdo de PBZ via
irrigacdo e encontraram uma maior atividade no sistema radicular, diferente do
gue foi observado no presente trabalho. Além disso, observaram que né&o
houve efeito significativo do método de aplicacdo e das doses de PBZ via
irrigacéo sobre a aRN.

Na fase de maturacdo de ramos a aRN foi estatisticamente igual nas
folhas de 2° fluxo e raizes, sendo bem superior as folhas de 1° fluxo que diferiu
estatisticamente dos demais tecidos vegetais (Figura 6). Para a maturagcéo dos

ramos € comum utilizar o sulfato de potassio (K.SO,) a 3% em duas ou trés
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pulverizag@es foliares, apdés a maturagdo das folhas, mais ou menos 60 dias
apos a aplicacdo de PBZ, com intervalo de sete dias entre as aplicacdes
(SANTOS, 2017). Nas plantas em estudo foram realizadas quatro aplica¢des
com KySOa.
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Figura 6. Atividade da redutase do nitrato em folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo, e raizes jovens
de mangueira cv. Palmer na fase de maturacéo de ramos um dia apés a segunda aplicacédo de
sulfato de potassio (K,SO,), 14/12/2019, na area 2 da fazenda Sebastido da manga em
Petrolina-PE.

Vale ressaltar que o potassio (K) é constituinte do produto utilizado. Foi
observado na cultura do pepino que depois do N, o K é o nutriente que
determina a maior ativacdo da redutase do nitrato e, consequentemente, a
reducdo do NOs (RUIZ; ROMERO, 2000). Esse ion interfere na relacao
potassio/nitrogénio inibindo o crescimento vegetativo e colaborando com a
maturacdo dos ramos em mangueira, melhorando assim a fertilidade da gema
(SILVA; VILELA, 2004). Além disso, aumenta a sintese de carboidrato em
razdo da sua contribuicdo na fotossintese, o que favorece a translocacéo
desses fotoassimilados (MARSCHNER; MARSCHNER, 2012).

O K é um ion osmoticamente ativo envolvido na osmorregulacdo das
células-guarda. Sua concentracdo nessas células € responsavel pelos
mecanismos de abertura e fechamento estomatico (ANDRES et al., 2014; TAIZ
et al., 2017). O aumento na concentracdo de K nas células-guarda reduz o seu
potencial osmatico, permitindo a entrada de agua e, em funcdo do elevado

turgor celular os estdmatos se abrem (TAIZ et al., 2017). Desse modo, ha um
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aumento na condutancia estomatica e isso pode favorecer o transporte de NO3’
para a parte aérea, induzindo uma maior atividade da redutase do nitrato nas
folhas de 2° fluxo. Segundo Ruiz e Romero (2002), o K facilita a absorcéao e
transporte de NOg3 para a parte aérea da planta, o que explica o aumento da

aRN com o incremento desse elemento nas folhas de 2° fluxo.

Além disso, as folhas de 1° fluxo apresentaram aRN inferior. Folhas de
2° fluxo sdo drenos mais fortes em detrimento as de 1° fluxo, apresentando
uma taxa transpiratoria maior (TAIZ et al., 2017) e, conseguentemente,
recebendo mais substrato, ativando a redutase do nitrato e favorecendo a sua
atividade (SANTOS, 2010; TAIZ et al., 2017). Alternativamente, a diminuigéo na
atividade da enzima com a idade da folha pode ser atribuida a mudancas na
atividade metabdlica geral com a ontogénese foliar (BLACK; FUCHIGAMI,
COLEMAN, 2002). Esse fato ja foi demonstrado em folhas de mangueira
variedade Dasehri, originaria da india (ANANTHANARAYANAN; CHACKO,
1983), em que a aRN apresentou-se elevada na fase inicial de

desenvolvimento da folha com posterior reducao e estabilizacao.

Outro manejo realizado no processo de inducao floral € a reducdo da
lamina de irrigacéo junto com a maturacdo de ramos. O déficit hidrico diminui a
atividade da redutase do nitrato devido a diminuicdo do fluxo de agua pela
corrente transpiratoria e, consequentemente, o fluxo de nitrato para as folhas
(OLIVEIRA et al., 2011), visto que a enzima é altamente dependente do seu
substrato. No entanto, esse manejo nao pareceu interferir na aRN das folhas
de 2° fluxo e raizes, talvez porque quando a andlise foi realizada a lamina de
irrigacéo estava reduzida em 25% do total aplicado, ndo sendo ainda um fator
limitante a atividade da enzima. Além da pulverizacdo foliar com fonte
potassica, eficiente em favorecer a atividade da enzima.

A quebra de dorméncia é feita por meio da pulverizacao foliar de sais de
nitrato para estimular a brotacdo reprodutiva (JAMEEL et al., 2018). Nas
plantas estudadas foi utilizado o nitrato de potassio (KNO3) para esse fim. Esse
elemento desencadeia a formacao da redutase do nitrato, que reduz o nitrato e
leva a sintese de aminoacidos, em especial a metionina que € precursor do
etileno. Este, por sua vez, induz a floracdo (COUTINHO; COSTA; PIO, 2016).

Pode-se observar que a aRN sofreu influéncia da pulverizacao foliar com KNO3
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em folhas de 2° fluxo e raizes de mangueira. As folhas de 1° fluxo
apresentaram pouca alteracdo no teor da atividade da enzima nos periodos pré
e po6s inducao floral (Figura 7).
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Figura 7. Atividade da redutase do nitrato em folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo, e raizes jovens
de mangueira cv. Palmer nas fases de pré-inducdo e inducdo floral, dia 08/01/2019 e
15/01/2019 respectivamente, na area 2 da fazenda Sebastido da manga em Petrolina-Pe.

Na pré-inducdo, a maior aRN ocorreu na raiz, diferindo estatisticamente
das folhas de 1° e 2° fluxo que nao diferiam entre si. Apos a inducdo, houve
uma queda na aRN radicular, igualando as folhas de 1° fluxo, e um aumento da
atividade da enzima nas folhas de 2° fluxo, tornando esse o principal sitio de
reducdo de NO3 em mangueira apos o incremento exdgeno de KNOg, via foliar.
Isso sugere uma capacidade de modulacédo na aRN pela planta em funcéo da
aplicacdo de sais de nitrato (TAIZ et al., 2017), pois a enzima € induzida pelo
seu substrato (MARTUSCELLO et al., 2016), o que pode explicar o aumento da
atividade nas folhas de 2° fluxo apds a pulverizacdo ao comparar com as
raizes. De acordo com Konishi e Yanagisawa (2011), a expressao dos genes
NR é rapidamente estimulada em varias plantas na presenca de NOg'.

Ha relato de que em folhas e raizes de videira houve aumento na aRN
na presenca de nitrato de calcio (Ca(NO3),), sendo evidente que a parte aérea
€ o sitio preferencial de assimilacdo de N nessa cultura (MESQUITA et al.,
2018), bem como em mudas de pupunheira (Bactris gasipaes) (OLIVEIRA et
al., 2005). Ja em plantas jovens de café (Coffea arabica L.) irrigadas com
solu¢cdes contendo diferentes concentracdes de nitrato, a aRN foi maior nas
raizes do que nas folhas (CARELLI; FAHL, 1991).



68

A preferéncia quanto ao sitio de reducdo do nitrato pode variar de
acordo com a espécie, mas ndo é constante, pois € influenciada por fatores
ambientais e fisiologicos (ANDREWS, 1986), como, por exemplo, o regime de
irradiancia, de modo que no periodo de maior radiacdo fotossinteticamente
ativa (RFA), a reducdo do nitrato é maior nas folhas em relagéo as raizes, e
guando ha reducdo na RFA, a aRN fica mais concentrada no tecido radicular
(CARELLI; FAHL, 2006). Os tecidos fotossintetizantes sdo o local mais
adequado para a reducdo do nitrato devido o seu consumo energético, fato
esse discutido anteriormente, no entanto, ha muitos relatos de aRN em tecidos
radiculares (MARTUSCELLO et al., 2016), como no presente trabalho.

A diminuicdo da aRN na raiz na fase de indugao floral e nas fases
subsequentes (Figuras 7, 8 e 9) também pode estar relacionada com a
guantidade de energia disponibilizada nesses tecidos em funcdo do
investimento de energia na formacao de paniculas e frutos, sendo nesse caso

drenos mais fortes que as raizes nessas fenofases (TAIZ et al., 2017).

Na fase de floracdo a aRN encontrada nas folhas de 2° fluxo foi
significativamente superior em relacao as folhas de 1° fluxo e raizes (Figura 8).
Embora haja essa diferenca entre os materiais vegetais, pode-se observar que
a aRN ja comeca a reduzir nas folhas de 2° fluxo em comparagcéo com a fase
anterior. A exigéncia da mangueira em nitrogénio aumenta com a idade e o
estadio fisiolégico da planta durante o ano agricola. Antes da floragdo tem-se
0S maiores teores de nitrogénio, enquanto que na floracéo plena e formacao de

frutos encontram-se teores mais baixos (NASCIMENTO et al., 2005).
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Figura 8. Atividade da redutase do nitrato em folhas de 2° e 1° fluxo vegetativo e raizes de
mangueira cv. Palmer na fase de floragédo plena, dia 23/02/2019, na area 2 da fazenda de
Sebastido da manga em Petrolina-Pe.

Mudancas no teor foliar de N e na capacidade fotossintética durante o
desenvolvimento da planta podem resultar da deplecdo de N por drenos como
flores e frutos (URBAN et al., 2004), podendo ser essa a causa do inicio da
reducdo da atividade da enzima nas folhas de 2° fluxo, mais préximas as
inflorescéncias, agindo como fonte de carboidratos (energia) para o
desenvolvimento de flores e frutos, consequentemente reduzindo a aRN nesse
local, pois as taxas fotossintéticas das plantas sdo fundamentais para o
aumento da atividade da enzima (HUNTER; RUFFNER, 1997). Souza et al.
(2016) observaram em mangueira Palmer que, na fase de floragdo, houve uma
diminuicdo no teor de acucares sollveis totais, acucares redutores, proteinas
totais e no teor de sacarose e inferiu que isso pode ter ocorrido devido a

demanda energética para a formacéao de inflorescéncias, relacao fonte/dreno.

Na fase de frutificacdo a aRN foi maior em folhas de 2° fluxo, seguida
de raizes e menor em folhas de 1° fluxo (Figura 9). Embora tenha sido maior
em folhas de 2° fluxo, a atividade da enzima continuou reduzindo em
comparacao com as fases anteriores. Nesse estadio continua a remobilizacéo

de N foliar para o desenvolvimento dos frutos.



70

0,18 1 mmmm Folha 2° fluxo
0,16 - —= Folha 1° fluxo
- .
= 014 1 ) mmm Rajz
—
> 0,12 A b
'y 0,10 -
©)]
Z 0,08 -
) [
S 0,06 1
@]
€ 0,04
3
0,02 -
0,00 ,
Frutificacado
Fenofase

Figura 9. Atividade da redutase do nitrato em folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo, e raizes jovens
de mangueira cv. Palmer na fase de frutificacdo, dia 18/04/2019, na area 2 da fazenda
Sebastido da manga em Petrolina-Pe.

Barras com mesma letra dentro da fase néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A degradacdo de proteinas foliares gera uma maior quantidade de
aminoacidos que atuam como reguladores diminuindo a aRN, provavelmente
pela inibicdo da acédo dos transportadores de NO3 na membrana plasmatica,
pois, aminoacidos circulantes no floema podem controlar a taxa de absorcao de
NO3 pelas raizes (IMSANDE; TOURAINE, 1994). Esse fato pode justificar a
menor atividade em folhas de 1° fluxo pela fase mais avancada de

desenvolvimento e, consequentemente, maior degradacéo de proteinas.

Quanto as raizes, ha pouca variacdo na atividade da enzima entre as
fases de inducéo floral, floracéo e frutificacdo (Figuras 7, 8 e 9). Sugere-se que
isso pode ser devido a aplicacdo de nitrato de célcio, via solo, realizada quando
as plantas apresentaram a florada definida e frutos em fase de chumbinho, que
atuou como substrato disponivel para a manutencdo da aRN nas raizes e
incremento na parte aérea durante essas fenofases, sendo as folhas de 2°
fluxo o sitio preferencial de reducdo e assimilacdo de NOg3z na cultura da

mangueira nesses estadios fenoldgicos.

Outro fator que pode ter contribuido com a manutencao da atividade da
redutase do nitrato na parte aérea na fase de frutificacdo foi a adubacéo via
solo com sulfato de potassio e cloreto de potassio, realizada no pomar, na fase
de desenvolvimento de fruto. De acordo com Ruiz e Romero (2002), a

aplicacdo de fertilizante a base de K facilita a captagédo e transporte de NO3’
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para a parte aérea da planta, pois esse elemento é um céation de
acompanhamento do NO3 no xilema (BLEVINS, 1985).

Pode-se observar que a atividade total da redutase do nitrato, em folhas
e raizes de mangueira, € menor durante a fase vegetativa. Na poda nao héa
compensacao por parte das folhas de 1° fluxo e raizes na atividade da enzima
em funcéo da eliminacdo das folhas de 2° fluxo. O aumento na aRN a partir dos
32 dias ap6s a aplicacdo do PBZ parece ser em funcdo do suprimento com
fonte potassica, que favorece a absorcéo e transporte de NOj3 na planta e,
consequentemente a atividade da enzima. Na fase reprodutiva a aRN mantem
o nivel mais elevado e coincide com a aplicacdo de fertilizante nitrico via foliar
e fertirrigagdo. A atividade da enzima entdo comeca a reduzir a partir da
floracdo, sendo verificado no final da frutificacdo nivel semelhante ao

observado no inicio do ciclo, ou seja, na fase de pré-poda (Figura 10).
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Figura 10. Atividade total da redutase do nitrato em mangueira cv. Palmer nas diferentes
fenofases.

PBZ 1: 12 dias ap6s aplicacdo de PBZ; PBZ 2: 32 dias ap06s a aplicacdo do PBZ; aRN: atividade da
redutase do nitrato em pmol de NO, .massa fresca™ .h™.

A nutricdo pode afetar a produtividade da cultura da mangueira. A
absorcao de nutrientes pela cultura varia em funcdo da idade e do estadio
fenologico da planta. Por esse motivo € importante conhecer a dinamica dos
nutrientes nas diversas partes da planta, ao longo do cultivo, a fim de fornecer
subsidios para adequar programas de adubacio para a cultura (ORDONEZ,
2011).
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CONCLUSOES

A atividade da redutase do nitrato em mangueira cv. Palmer é
influenciada por fatores ambientais, principalmente pela radiacdo solar. Para a
obtencdo da maior atividade da enzima em tecidos foliares e radiculares,
recomenda-se a coleta do material vegetal em torno das 10 h. As folhas de 2°
fluxo e raizes constituem os principais sitios de atividade da redutase do
nitrato, podendo haver modulagdo de acordo com uso de fonte de nitrato via
foliar ou fertirrigagéo nas diferentes fases fenolégicas na cultura da mangueira,
enquanto em folhas de 1° fluxo ndo ha alteracdo em funcéo da adubacgédo com
fonte nitrica. Na fase vegetativa a atividade da enzima € menor do que na fase
reprodutiva. O uso de fonte potassica no processo de maturacao de ramos e

desenvolvimento do fruto favorece a atividade da redutase do nitrato.
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ANEXO

Tabela 1. Sintese da andlise de variancia para folhas de 1° e 2° fluxo vegetativo e raizes
jovens (material vegetal) de mangueira cv. Palmer nas diferentes fenofases.

Valor 'F'

Fonte de variacéo Material vegetal DMS CV (%)
Pré-poda 7,96* 0,02 14,67

Poda 0,49"° 0,02 18,6

PBZ (12 DAA) 6,97* 0,03 19

PBZ (32 DAA) 12,22* 0,03 13,89
Maturacdo 16,26* 0,04 14,24

Pré-indugéo 38,22* 0,02 9,05
Inducéo floral 23,26* 0,03 11,48
Floracéo 9,60* 0,04 17,25

Frutificacdo 103,08* 0,01 6,19




