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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o intuito de avaliar as respostas
fisiologicas de mudas de cafeeiro cultivar Catuai frente a deficiéncia e ao
excesso de zinco. Dessa maneira, mudas com seis meses de idade foram
transferidas para recipientes plasticos, contendo solucao nutritiva de Hoagland e
Arnon. Na imposi¢do dos tratamentos, foram utilizadas solu¢des completas, com
a exclusao do nutriente Zn e solu¢do com 4x o nutriente Zn. As avaliagdes foram
realizadas em folhas totalmente expandidas e em raizes no inicio do tratamento e
apos 30 e 60 dias. A deficiéncia e o excesso de zinco reduziram o crescimento,
os teores carboidratos na parte aérea, ja nas raizes os teores de amido e AR se
mantiveram enquanto os teores de AST aumentaram. Os niveis de clorofilaae b
e massa seca foliar reduziram em plantas sob excesso e deficiéncia de zinco.
Ambos os tratamentos induziram o aumento na producao perdxido de hidrogénio
e uma maior atividade da CAT, APX e maiores teores de ascorbato e prolina. No
entanto, essa maior atividade do sistema antioxidante ndo foi suficiente para
evitar que danos causados pelas EROs ocorressem, possibilitando um aumento
nos teores de malondealdeido, que ¢ um produto secundario da peroxidagdo
lipidica.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Metabolismo de carboidratos. Espécies
reativas de oxigénio. Prolina.



ABSTRACT

The present study was performed with the intent of evaluating the
physiological responses of Catuai coffee cultivar seedlings regarding zinc
deficiency and excess. Thus, seedlings with six months of age were transferred
to plastic recipients containing Hoagland and Armon nutritive solution. In the
treatments we used complete solutions, with the exclusion of zinc, and a solution
with 4x the amount of Zn. Evaluations were performed on completely expanded
leaves and on roots at the beginning of the treatment and after 30 and 60 days.
Zinc deficiency and excess reduced growth, carbohydrate levels in the shoots
and, in the roots, starch and AR levels were maintained while the AST levels
increased. The levels of chlorophyll a and b, as well as leaf dry mass decreased
in plants under zinc excess and deficiency. Both treatments induced an increase
in the production of hydrogen peroxide, a higher CAT and APX activity, and
higher levels of ascorbate and proline. However, this higher activity of the
antioxidant system was not sufficient to prevent damages caused by ROS,
enabling an increase in the levels of malondealdeido, which is a byproduct of
lipid peroxidation.

Keywords: Oxidative stress. Carbohydrate metabolism. Oxygen-reactive
species. Proline
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1 INTRODUCAO

A abrangéncia de grandes areas, para o cultivo do café, remete a
adversidades edafoclimaticas relacionadas a diferentes fatores, dentre eles as
deficiéncias e desequilibrios nutricionais. Nesse contexto, o fornecimento
adequado de nutrientes minerais ¢ de grande importancia para o crescimento € o
desenvolvimento das plantas (WELCH; WEBB; LONERAGAN, 1982). Os
principais micronutrientes requeridos pelo cafeeiro sdo boro (B), cobre (Cu),
Ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) que, embora em pequenas quantidades,
sdo de grande importancia para o crescimento, desenvolvimento e producdo.
Dentre eles, o cobre e o zinco sdo elementos essenciais para o crescimento
normal da planta ¢ para o metabolismo (MIGUEL et al., 2002), desempenhando
importantes fungdes em varios processos fisioldgicos tais como componente
estrutural e catalitico de proteinas e enzimas, processo fotossintético entre outros
(SHARMA; AGRAWAL, 2005).

Os solos brasileiros apresentam baixa fertilidade natural, o que explica a
necessidade do uso de maior quantidade de insumos agricolas para aumento da
produtividade. Entretanto, os fertilizantes minerais, utilizados na agricultura para
fornecimento de nutrientes para plantas, podem ser fontes de contaminagdo com
elementos-traco, caso ultrapassem as concentragdes toleraveis, causando
impactos negativos ao ecossistema e, inclusive, ameagando a satde humana
(RODRIGUES; NALINI JUNIOR, 2009). A deficiéncia ou a absor¢io excessiva
de micronutrientes afeta varios processos fisiologicos, induzindo efeitos
negativos na planta, podendo prejudicar seu desenvolvimento (BROADLEY et
al., 2007). A maioria das lavouras cafeeiras de Minas Gerais apresenta
deficiéncia por Zn, comprometendo a produgio de grios (CORREA et al.,

2000).



13

A deficiéncia de zinco ¢ considerada um dos elementos mais limitantes a
producdo de café no Brasil, principalmente, em solos de cerrado, lixiviados ou
sujeitos a erosdo (MALAVOLTA, 1980). Zinco (Zn) ¢ um micronutriente
essencial para todos os organismos e liga-se a milhares de proteinas, sejam elas
estruturais ou enzimas e a fatores de transcri¢do para chaperonas em bactérias,
seres humanos e plantas (ANDREINI et al., 2006; BROADLEY et al., 2007). Os
principais sintomas de deficiéncia sao raquitismo das plantas, clorose internerval
das folhas mais novas, internddios curtos € menor crescimento radicular em
virtude da incapacidade de absorver zinco suficiente para o seu desenvolvimento
(YOSHIDA; TANAKA, 1969).

Assim como a deficiéncia, o excesso de zinco em areas agricolas,
também, induz efeitos negativos. O uso de fontes antropicas, como o0s
biossoélidos, fertilizantes fosfatados de origem de rochas sedimentates e residuos
industriais apresentam teores elevados de Cd, Cu, Cr, Pb, Ni e Zn (MATTIGOD;
PAGE, 1983; GRANT; SHEPPARD, 2008). Essa pratica ¢ crescente no
programa de fertilizagdo, complementando a adubag@o, com a finalidade de
reduzir o uso de fertilizantes quimicos e, consequentemente, o custo da nutri¢do
das culturas (TEZOTTO et al., 2011).

Em concentra¢des supra 6timas, o zinco torna-se toxico, com efeitos
negativos no transporte de ions e processos metabolicos, tais como fotossintese,
transpiracdo e atividades enzimaticas podendo inibir o crescimento (CAKMAK,
2000; VAILLANT et al., 2005). Altos niveis de Zn podem, também, contribuir
para a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), que podem afetar,
diretamente, o crescimento das plantas e a atividade fotossintética (CUYPERS;
VANGRONSVELD; CLIJSTERS, 2001).

Estudos da fisiologia de déficit ¢ excesso de micronutrientes na cultura
do café¢ tém se tornado uma constante, embora pesquisas que demonstrem os

efeitos negativos desse estresse na fisiologia do café, ainda, sejam insuficientes.
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Assim sendo, ha necessidade de estudos para avaliar as respostas bioquimicas e
fisioldgicas em mudas de café frente a deficiéncia e excesso de zinco em solucao
nutritiva. Para tanto, objetivou-se neste trabalho avaliar as respostas fisiologicas

de mudas de cafeeiro cultivar Catuai frente a deficiéncia e ao excesso de zinco.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Como metal de transicdo de nimero atomico 30, o zinco é o 23°
elemento mais abundante na Terra. O zinco tem cinco isotopos estaveis *'Zn
(48,63 %), %Zn (27,90 %), “"Zn (4,90 %), *®*Zn (18,75%) e "Zn (0,62 %), que,
combinados, formam a fragdo de zinco em parte aérea ¢ raizes de plantas
(WEISS et al., 2004). Em solucdo, o Zn existe no estado de oxidagdo +2 assim
como Fe’" e Cu® " e ¢ estavel sob condigdes fisiologicas, em razdo da camada
de valéncia ser completa no subnivel d (BARAK; HELMKE, 1993; AULD,
2001). Além disso, o Zn>" apresenta um pequeno raio atbmico, o que permite a
formagdo de ligagdes covalentes fortes com S, N e O. O zinco ¢ encontrado em
inimeros compostos tais como sais soliveis, incluindo sulfatos, nitratos,
acetatos, tiocianatos, percloratos, cianetos, zincatos de metais alcalinos e em
compostos fracamente soltveis, incluindo fosfato de zinco - amoénio, hidréxido e
carbonato de zinco; além de uma série de complexos orgénicos soluveis e
insoltiveis (LINDSAY, 1979; BARAK; HELMKE, 1993). O Zinco ¢ um
micronutriente essencial para o crescimento normal e desenvolvimento de todos
0s organismos vivos, incluindo seres humanos e plantas (BROADLEY et al.,
2007). O Zn atua como um cofator para a atividade de mais de 200 enzimas ¢ ¢
necessario para muitos processos biologicos (COLEMAN, 1998; HUDDLE;
GIBSON; CULLINAN, 1998; MEUNIER et al., 2005). Sua essencialidade
como um micronutriente para plantas superiores foi estabelecida pela primeira
vez por Sommer Lipman (1926).

Geralmente o zinco ¢ absorvido como cation livre bivalente (Zn2+), mas
a um pH elevado pode ser absorvido como cition monovalente (ZnOH")
(MARSCHNER, 1995). A absor¢ao de zinco por meio da membrana plasmatica
da raiz é mediada pelo transporte ativo secundario. Os transportadores de metal

da familia ZIP (permeases de zinco, ferro) sdo o sistema de captacdo primario
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em plantas onde as proteinas do canal, também, podem estar presentes
(PALMGREN; CLEMENS; WILLIANS, 2008; LEE et al., 2010). O zinco esta
envolvido em varios processos fisioldgicos como crescimento, ativagdo
enzimatica, sintese de proteinas, metabolismo de carboidratos, lipidios, auxinas,
acidos nucleicos, expressao e regulagdo génica e desenvolvimento reprodutivo
(formacdo de polen) (MARSCHNER, 1995; CAKMAK, 2000; MENGEL;
KIRBY, 2001; CHANG; LIN; HUANG, 2005). Envolvido na manutencio da
estrutura e integridade funcional das membranas biologicas (BROWN;
CAKMAK; ZHANG, 1993; MARSCHNER, 1995; SADEGHZADEH;
RENGEL, 2011), principalmente em decorréncia de sua ligagdo sulfidrica com
varios outros compostos (RENGEL; WHEAL, 1997; WILLSON, 1988).
Também ¢ indispensavel para a atividade de varias enzimas vegetais, sendo
parte estrutural da anidrase carbonica, Cu/Zn dismutase do superoxido e da RNA
polimerase, além de atuar como cofator para todas as seis classes de enzimas
(oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases ¢ ligases)
(BROADLEY et al., 2007).

O Zn esta estreitamente envolvido no metabolismo de nitrogénio nas
plantas e, consequentemente, na sintese proteica (TSUI, 1948; MENGEL;
KIRBY, 1987). Romheld (2001) observou que os teores de proteinas, formadas
em folhas de cafeeiros com deficiéncia em Zn, foram menores que em folhas
normais. Como consequéncia, ha actimulo de aminoacidos, ja que nestas
condigoes, a sintese de proteina e o nivel proteico sdo acentuadamente reduzidos
(KITAGISHI; OBATA; KONDO, 1987, MENGEL; KIRBY, 1987; CAKMAK;
MARSCHNER; BANGHERTH, 1989).

Estudos demonstram que o cafeeiro apresenta pouca eficiéncia na
absor¢do e translocagdo do zinco, o que caracteriza diferentes respostas entre
cultivares. Em cultivar Catuai, Santos et al. (2005) verificaram que a cultivar foi

menos exigente em zinco, quando comparadas com as cultivares Icatu e Mundo
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Novo. Zabini et al. (2007), avaliando 14 progénies de café, em solugdo nutritiva
com auséncia e presenga de zinco, constatou que as progénies Tupi IAC 43765 e
UFV 40665 foram menos exigentes em zinco.

Cakmak et al. (1998) sugeriram que a deficiéncia de Zn em plantas pode
ocorrer em regides aridas e semi-aridas, em solos calcarios com pH em torno de
7,0 a 8,6 e, principalmente, em solos com pouca capacidade de agua, em que o
transporte de Zn, considerando a soluc¢ao do solo, ¢ comprometido (EKIZ et al.,
1998). O Zn ¢ um elemento pouco mével na planta e sua deficiéncia pode ser
visualmente constatada pelo encurtamento dos internodios, clorose em folhas
novas, deformagdo nas folhas (a chamada “folha pequena”) sendo este um
sintoma tipico. Por ser um micronutriente imovel, os sintomas aparecem
primeiro nas folhas mais novas (ROMHELD, 2001). A deficiéncia em zinco
deprime a capacidade fotossintética da folha, havendo uma reducdo na
concentracao de clorofilas a e b, resultante de danos na eficiéncia quantica do
fotossistema II (PSII) (CHEN et al., 2008). Em condigdes criticas de Zn, ha
diminuicdo da concentracdo de CO, intercelular, da condutancia estomatica
(SHARMA; KUMAR; BISHT, 1994) e da atividade da rubisco (MARSCHNER
1995; SASAKI et al., 1998).

O efeito da deficiéncia de zinco no cafeeiro ¢ caracterizado pelo
surgimento de folhas novas pequenas e coridceas. Os ramos mostram-se com um
numero de folhas reduzido e internédios curtos, conferindo um aspecto de roseta
na ponta dos galhos e a produtividade pode ser afetada seriamente
(MALAVOLTA, 1986). Segundo Corréa et al. (2000), cerca de 54,7% das
lavouras cafeeiras da regido Sul do Estado de Minas Gerais apresentaram teores
foliares de zinco abaixo da faixa critica definida por Malavolta, Vitti e Oliveira
(1997).

A toxicidade por Zn depende da espécie e do estadio de crescimento da

planta e, em geral, os seus sintomas estdo relacionados com a inibi¢ao do
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crescimento e reducdo da biomassa (CAMBROLLE et al., 2011). O excesso de
Zn inibe a germinacdo de sementes, o desenvolvimento radicular (LINGUA et
al., 2008) e promove a clorose foliar (EBBS; KOCHIAN, 1997). Em nivel
celular, as quantidades supra oOtimas podem alterar, significativamente, a
atividade mitética (ROUT; DAS, 2003), afetando a integridade e permeabilidade
da membrana (STOYANOVA; DONCHEVA, 2002), ¢ at¢ mesmo levando a
morte celular (CHANG; LIN; HUANG, 2005).

Pela inibicdo competitiva, o zinco afeta a absor¢do e translocacdo de
magnésio e ferro entre os cations, pela similaridade entre o raio idnico do Zn*" e
Fe’" e do Zn*" ¢ Mg’ (MARSCHNER, 1995). O excesso deste elemento,
também, provoca inibigdo da fotossintese pela reducdo da atividade da RuBP
carboxilase/oxigenase (Rubisco), causada, presumivelmente, pela competicao do
zinco com o magnésio no sitio de ativacdo da Rubisco e pela diminuigdo da
atividade do fotossistema II (PS II) em fungdo do deslocamento de manganés
pelo excesso de Zn na membrana do tilacoide (MISRA; RAMANI, 1991;
MARSCHNER, 1995; FAGERIA, 2001; KAYA; HIGGS, 2001).

Em cafeeiro na dose de 6,0 pmol L™, Pedrosa et al. (2012) encontraram
uma reducdo de 26% na matéria seca total das plantas indicando a possibilidade
de toxidez nessas condi¢des de zinco. Alta disponibilidade de Zn pode causar
efeitos de toxidez em plantas ndo tolerantes e os sintomas sao diminui¢do do
sistema radicular e do tamanho das folhas e, consequentemente, diminui¢do na
producdo de massa seca na planta (ADRIANO; PAULSEN; MURPHY, 1971).

O zinco exerce um efeito sobre o metabolismo de carboidratos em
consequéncia das transformag¢des induzidas na fotossintese e na transformacao
dos agticares (ALLOWAY, 2008). Alteragcdes nos niveis de carboidratos podem
estar associadas com a regulagdo osmética das células-guarda, que controlam os
movimentos dos estomatos e regulam o fluxo de dgua (TALBOTT; ZEIGER,

1993). Além disso, a acumulacdo e privacdo de carboidratos tém sido



19

diretamente correlacionadas com mudangas nos processos fotossintéticos
(MOYA; ROS; PICAZO, 1993). As células vegetais, geralmente, respondem a
concentragdes elevadas de metais pesados por mudangas nos niveis de hidratos
de carbono (SAMARAKOON; RAUSER 1979; MOYA; ROS; PICAZO, 1993;
COSTA; SPITZ, 1997; JHA; DUBEY, 2004). O Zn pode induzir uma
diminuicdo de agucares soluveis (glicose, frutose, sacarose) em partes acreas,
este efeito pode ser em virtude de uma redugdo da fotossintese que é,
frequentemente, relatada a presencga de metais pesados (KURDZIEL; PRASAD;
STRZALKA, 2002).

Estudos demonstram que a deficiéncia e excesso de zinco causam efeitos
citotoxicos e induzem os processos oxidativos pela geragdo de EROs
(superoxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila) e peroxidagao lipidica
(PRASAD; PARADHA; SHARMILA, 1999; RAO; SRESTRY, 2000;
REMANS et al., 2012). Independentemente da via de produgo, os niveis de
EROs no interior das células das plantas devem ser controlados pelos sistemas
de defesa antioxidante para evitar um dano em cadeia (MITTLER et al., 2004;
FOYER; NOCTOR, 2005).

A acumulacdo de EROs ¢ em razdo da ruptura do equilibrio entre a
producdo e a atividade do sistema antioxidante, composto de antioxidantes
enzimaticos como a catalase (CAT), peroxidases (POD) e dismutase do
superoxido (SOD) e ndo enzimaticos, como por exemplo, glutationa,
carotenoides, ascorbato e aminoacidos como a prolina (TUKENDORF;
RAUSER, 1990, VANGRONSVELD; CLIJSTERS, 1994;
SCHUTZENDUBEL; POLLE, 2002).

A geracdo de EROS, também, pode induzir mecanismos de defesa
antioxidante em resposta a condicdes de estresse. A enzima antioxidante
dismutase do superoxido (SOD) ¢ uma metaloproteina que catalisa a dismutagao

do radical superdxido (027) a H,O, (FRIDOVICH, 1986). A catalase (CAT), a
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peroxidase da glutationa (GPX) e a peroxidase do ascorbato (APX) consistem
em sistemas principais de eliminacdo de H,O, nas células (MITTLER, 2004;
GILL; TUTEJA, 2010). Estas enzimas funcionalmente interrelacionadas podem
fornecer prote¢do, eliminando as EROS para minimizar o dano oxidativo em
resposta ao estresse.

Em circunstancias normais, as concentragdes das espécies reativas de
oxigénio sdo produtos do metabolismo vegetal ¢ tanto quanto sua producao e
remocdo sdo bem equilibradas. No entanto, a condi¢do de estresse pode
desencadear o estresse oxidativo (GILL; TUTEJA, 2010) aumentando, assim, a

atividade do metabolismo antioxidante.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Conducao do experimento

Mudas de cafeeiro (Coffea arabica L. cv. Catuai) foram cultivadas em
sacos de polipropileno de 500 mL, com dimensdes de 5 cm de didmetro e 12 cm
de altura. O substrato utilizado foi o padrao para mudas de cafeeiro, constituido
de terra de subsolo peneirada ¢ esterco de curral curtido e peneirado nas
propor¢des 2:1, acrescido cloreto de potassio e superfosfato simples nas
propor¢des 1:10 (GUIMARAES; MENDES; SOUZA, 2002). Mudas
selecionadas, quanto a uniformidade de tamanho e de vigor, foram transferidas
para recipientes plasticos com capacidade de doze litros, contendo solugdo
nutritiva de Hoaglang e Arnon (1950). O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo, com as condigdes controladas. Antes da imposi¢do dos tratamentos,
as mudas passaram por um periodo de aclimatacdo com duragdo de 21 dias, nos
quais foram utilizadas solugdes com concentragdes crescentes, comegando com
Y4 da forga, durante sete dias, Y2 for¢a por sete dias e for¢a completa por 7 dias.
Plantas aclimatadas foram submetidas a trés tratamentos, constituidos por
solucdes controle, deficiente e com excesso de zinco. Para o tratamento controle,
foram utilizadas as concentragdes originais da solugdo nutritiva (2'/mol L™ de
Zn), enquanto que no tratamento de deficiéncia foi utilizada a mesma solugdo do
controle, porém com a exclusio do nutriente zinco (0 'mol L' de Zn). No
tratamento de excesso de zinco foi utilizada a solu¢do controle acrescida de
quatro vezes a dose recomendada do nutriente zinco (S8umol L™). O volume da
solucdo nutritiva, nos recipientes plasticos, foi mantido pela reposi¢do diaria
com agua deionizada. O pH da solugdo foi ajustado, diariamente, para 5,5 + 0,5
com solugdo de NaOH (1 mol L™). As solugdes foram trocadas semanalmente e

mantidas sob aeragdo constante durante todo o periodo experimental.
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As avaliagdes foram realizadas em folhas totalmente expandidas e em
raizes no inicio do tratamento e apds 30 e 60 dias de imposicao dos tratamentos.
O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial duplo 3x3, sendo trés tratamentos (controle, deficiéncia e excesso de
zinco), trés tempos (0, 30, e 60 dias) e trés repetigdes. Cada parcela experimental
foi constituida por cinco plantas. Os dados obtidos foram submetidos & analise
de variancia, utilizando-se o programa estatistico SISVAR 4.3 (Sistema de
Analise de Variancia Para Dados Balanceados) (FERREIRA, 2011). As médias
entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 0,05 de

probabilidade.

3.1.1 Teores de zinco

Os teores foliares e radiculares de zinco foram determinados, conforme
Malavolta, Vitti e Oliveira (1989), em que 500 mg de material seco ¢ moido
foram levados para tubo de digestdo e foram adicionados 6 mL de uma mistura
de HNO; e HCIO, na proporgao de 2:1 (v/v). Em seguida, as amostras foram
levadas para bloco digestor aumentando, gradativamente, a temperatura até
atingir 160°C e ficaram nessa temperatura até o volume ser reduzido a metade
(cerca de 40 minutos). A temperatura foi aumentada para 210° C e mantida nesta
temperatura até que se obtiveram fumos brancos de HCIO, e o extrato
apresentou-se incolor (cerca de 20 minutos). ApoOs esfriar, o extrato foi
transferido para baldo volumétrico de 50 mL. O volume do baldo volumétrico
foi, entdo, completado com agua deionizada. A determinacdo do teor de zinco

foi feita por espectrometria de absor¢ao atomica.
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3.1.2 Crescimento vegetativo

As medidas de altura das plantas e do comprimento das raizes foram
obtidas tomando-se o comprimento entre o coleto e o apice foliar e entre o coleto
e o apice da raiz primadria, respectivamente. A area foliar total foi estipulada pela
formula AF=[(comprimento x largura) x 0,667] x nimero total de folhas por
planta (BARROS et al., 1973; GOMIDE et al., 1977) e o numero total de folha
foi obtido por contagem direta. A massa seca de raiz e parte aérea (caule e
folhas) foram obtidas de amostras secas em estufa de ventilagao forgada a 70° C

até peso constante.

3.1.3 Clorofilas e carotenoides

Para a determinacdo dos teores de clorofila, foram macerados 0,1 g de
tecido foliar do primeiro par de folhas completamente expandido de cada
tratamento em acetona 80%. O volume final foi completado para 10 mL, sendo
realizadas as leituras espectrofotométricas a 646,8 e 663,2 nm e, para os teores
de carotenoides, foram realizadas leituras a 470 nm, conforme metodologia de

Lichtenthaler e Buschmann (2001).

3.1.4 Carboidratos

Os carboidratos foram extraidos da massa seca de folhas e raizes pela
homogeneizagdo de 200 mg de massa seca em 5 mL de tampao fosfato de
potassio, 100 mM, pH 7,0, seguido de banho-maria por 30 minutos a 40° C. O
homogenato foi centrifugado a 5.000 g por 10 minutos, coletando-se o
sobrenadante. O processo foi repetido por duas vezes e os sobrenadantes,

combinados (ZANANDREA et al., 2010).
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Para extra¢do do amido, o pellet foi, novamente, ressuspendido com 8
mL do tampdo acetato de potassio 200 mM, pH 4,8. Em seguida foram
adicionadas 16 unidades da enzima amiloglucosidase, incubando-se em banho-
maria a 40° C por duas horas. Apods a centrifugagdo a 5.000 g por 20 minutos, o
sobrenadante foi coletado e o volume completado para 15 mL. Para a
quantificacdo do amido, sacarose e aglcares soluveis totais foi utilizado o
método da Antrona (DISCHE, 1962) e para os agucares redutores o protocolo

descrito por Miller (1959), por meio do método DNS.

3.1.5 Perodxido de hidrogénio

Matéria fresca de folhas e raizes (200 mg) foram macerados em
nitrogénio liquido, homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugados a 12.000
g por 15 minutos, a 4° C. O H,0, foi determinado, medindo-se a absorbancia a
390 nm em um meio de reagdo, contendo tampao fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,0, 500 puL do extrato e 1 mL de iodeto de potassio (VELIKOVA;
YORDANOV; EDREVA, 2000).

3.1.6 Ascorbato

A concentracdo de ascorbato foi determinada, conforme descrito por
Arakawa et al. (1981). 50 mg de tecido de material fresco de folhas foram
macerados em TCA 5% (m/v) e o homogeneizado centrifugado a 10.000 g, por
15 minutos, a 4° C. Aliquotas (40 puL) do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de reagdo composto por TCA 5% (m/v), etanol 99,8% (v/v), acido
fosforico (H;PO4) 0,4% em etanol (v/v), bathophenantrolina 0,5% em etanol
(p/v) e FeCl3 0,03% em etanol (m/v), a mistura foi homogeneizada
vigorosamente e incubada a 30° C, por 90 minutos. As leituras foram realizadas

a 534 nm.
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3.1.7 Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica foi determinada, por meio da quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbitirico, conforme descrito por Buege e Aust
(1978). Duzentos miligramas de folhas foram macerados em nitrogénio liquido,
acrescido de 20% de PVPP (m/v) e homogeneizados em acido tricloroacético
(TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por 10
minutos. Aliquotas (250 pL) do sobrenadante foram adicionadas ao meio de
reacdo [0,5% (m/v) de acido tiobarbitirico (TBA) e 10% (m/v) de TCA],
incubando-se, em seguida, a 95° C, por 30 minutos. A reagdo foi paralisada por
resfriamento rdpido em gelo e as leituras foram determinadas em
espectrofotdmetro, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor
avermelhada, com aldeidos de baixa massa molecular, como o malondialdeido
(MDA), produto secundario do processo de peroxidacdo. A concentracdo do
complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equagdo: [MDA] = (A535 —
A600) / (D), em que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10° cm™); b

(comprimento 6tico = 1).

3.1.8 Enzimas antioxidantes

O extrato enzimatico foi obtido pela maceragdo em nitrogénio liquido de
0,2 g de folhas e raizes, as quais foram adicionados 1,5 mL do tampao de
extra¢do contendo: 1,47 mL de tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), 15
puL de EDTA 0,1 M (pH 7,0), 6 uL de DTT 0,5 M, 12 uL. de PMSF 0,1 M, acido
ascorbico 0,001 M e 22 mg de PVPP. O extrato foi centrifugado a 12.000 g por
30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C durante o
periodo das analises. Os sobrenadantes coletados foram utilizados nas analises
enzimaticas da dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do

ascorbato (APX) (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998).
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3.1.8.1 Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidagdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota de 10 pL do extrato enzimatico foi adicionada a 950 pL de tampao de
incubagao, composto por 500 pL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 50 uL
de acido ascorbico 10 mM e 50 pL de peroxido de hidrogénio 2 mM
(NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi de
2,8mM ' em™.

3.1.8.2 Catalase (CAT)

A CAT foi avaliada, segundo Havir ¢ McHale (1987), em que uma
aliquota de 10 pL do extrato enzimatico foi adicionada a 950 pL do meio de
incubagdo, contendo 500 pL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0) e 50 uL de
peréxido de hidrogénio 12,5 mM, incubado a 28° C. A atividade dessa enzima
foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos,
por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peroxido de hidrogénio. O

coeficiente de extingdo molar utilizado foi de 36 mM™ cm™.

3.1.8.3 Dismutase do superéxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducao do azul de nitrotetrazélio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977),
em um meio de incubacdo composto por fosfato de potassio S0 mM, pH 7.8,
metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. Os tubos
com o meio de reacdo ¢ 10 pL de amostra foram iluminados, por 7 minutos, com
uma lampada fluorescente de 20 W. Para o controle, o mesmo meio de reagdo

sem a amostra foi iluminado. As leituras foram realizadas a 560 nm e o calculo
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da enzima foi feito com a seguinte equacdo: % de inibigdo = (A560 amostra com
extrato enzimatico — A560 controle sem enzima)/(A560 controle sem enzima).
Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em

50% a fotorredugdo do NBT nas condigdes do ensaio.

3.1.9 Determinacio do teor de prolina

Foi utilizado o método descrito por Torello ¢ Rice (1986) com pequenas
modificagdes. Amostras de 500 mgde matéria fresca de folhas foram
primeiramente homogeneizadas manualmente em gral de porcelana, com 10 ml
de acido sulfosalicilico a 3% e, em seguida, submetidas a centrifugagdo a 6250 x
g durante 20 minutos. Em tubo de ensaio, contendo 2 ml de sobrenadante, foram
adicionados 2 ml de ninhidrina acida (BATES; WALDREN; TEARE, 1973) e 2
ml de acido acético glacial. Em seguida as amostras foram mantidas 1 hora em
banho-maria fervente. Apds resfriamento por imersdo em banho de gelo, a
intensidade da cor foi medida a 520 nm. As absorbancias obtidas foram
comparadas com curva padrdo de prolina e os resultados expressos em micromol

de prolina/g de matéria fresca.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teores de zinco

Os teores de zinco se mantiveram constantes em folhas (Grafico 1A) e
raizes (Grafico 1B) de plantas controle em todas as avaliagdes. Em plantas
deficientes, os teores de zinco nas folhas reduziram aos 30 dias de tratamento e
se mantiveram até os 60 dias, enquanto que nas raizes esses teores decresceram
até os 60 dias. Ao final do experimento, os teores de zinco foram de 9,04 ¢ 10,74
mg Kg-1 em folha e raiz, respectivamente. Plantas cultivadas sob condi¢des de
excesso de Zn (8 pmol L-1) apresentaram um aumento crescente desse nutriente
ao longo do periodo experimental, com valores finais de 35,27 mg Kg-1 nas
folhas e 85,4 mg Kg-1 nas raizes. Aos 30 e aos 60 dias de tratamento, plantas
deficientes apresentaram menores teores de zinco em folhas e raizes do que
plantas controle, enquanto no tratamento de excesso de zinco as plantas

apresentaram maiores teores desse nutriente em relagdo as plantas controle.
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Grafico 1 Teores de Zn em folhas (A) e raizes (B) de mudas de cafeeiro cv.
Catuai controle e submetidas a deficiéncia e excesso de Zn por 0, 30 e
60 dias
Nota: Letras maiusculas comparam os tratamentos (controle, deficiente e excesso) em
cada tempo de coleta; letras mintsculas o efeito do tempo dentro de cada
tratamento. Diferentes letras indicam diferengas significativas com 0,05 de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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4.2 Crescimento Vegetativo

Em relagdo a altura das plantas, até os 30 dias, ndo houve diferenca entre
os tratamentos. Ao final do experimento, o menor valor para altura das mudas
foi encontrado no tratamento de indu¢o da deficiéncia, com redugdo de 19% em
relagdo ao controle (Grafico 2A). Plantas controle apresentaram um crescimento
em altura até os 60 dias, enquanto que plantas sob excesso e deficientes em
zinco apresentaram crescimento significativo até os 30 dias, mantendo-se
constante até o final do experimento. No que se refere ao comprimento de raizes,
0s tratamentos apresentaram o0 mesmo comportamento, com aumento
progressivo ao longo do periodo experimental, ndo se diferindo em cada tempo

de coleta (Grafico 2B).
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Grafico 2 Altura das plantas (A) ¢ comprimento da raiz (B) de mudas de
cafeeiro cv. Catuai controle e submetidas a deficiéncia e excesso de
Zn por 0, 30 e 60 dias
Nota: Letras maitsculas comparam os tratamentos (controle, deficiente e excesso) em
cada tempo de coleta; letras minusculas o efeito do tempo dentro de cada
tratamento. Diferentes letras indicam diferencgas significativas com 0,05 de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Em todos os tratamentos, o numero total de folhas aumentou com o
tempo. Nao ocorreram diferengas estatisticas entre os tratamentos nos tempos 0

e 30 dias, porém ao final do experimento, aos 60 dias, os valores médios de
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numero de folhas de plantas controle foram substancialmente maiores que os
demais tratamentos (Gréafico 3A). Os resultados para area foliar demonstraram

um aumento progressivo em todos os tratamentos no tempo (Grafico 3B).
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Grafico 3 Numero de folhas (A) e area foliar (B) de mudas de cafeeiro cv.
Catuai controle e submetidas a deficiéncia e excesso de Zn por 0, 30 e
60 dias

Nota: Letras maiusculas comparam os tratamentos (controle, deficiente e excesso) em
cada tempo de coleta; letras mintsculas o efeito do tempo dentro de cada
tratamento. Diferentes letras indicam diferengas significativas com 0,05 de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

A produgdo de matéria seca da parte aérea (Grafico 4 A) e raiz (Grafico
4B) aumentou, durante os tempos em todos os tratamentos, porém o efeito
significativo foi encontrado aos 60 dias, com maiores valores para o controle,
ndo diferindo entre excesso e deficiéncia de zinco em folhas. Nas raizes,
entretanto, aos 60 dias, plantas com excesso de zinco apresentaram maiores

valores que as deficientes.
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Grafico 4 Massa seca de parte aérea (A) e raizes (B) de mudas de cafeeiro cv.
Catuai controle e submetidas a deficiéncia e excesso de Zn por 0, 30 e
60 dias
Nota: Letras maiusculas comparam os tratamentos (controle, deficiente e excesso) em
cada tempo de coleta; letras mintsculas o efeito do tempo dentro de cada
tratamento. Diferentes letras indicam diferengas significativas com 0,05 de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

4.3 Clorofila e Carotenoides

Os teores de clorofila “a” e clorofila “b” apresentaram alteragdes em
resposta a deficiéncia e ao excesso de Zn. A clorofila “a” diminuiu 38% e 20%
em plantas deficientes, quando comparadas ao controle, nos 30 e 60 dias,
respectivamente (Grafico 5A). No entanto, em condi¢des supra Otimas a
clorofila “a” foi menos sensivel, diminuindo 12 % e 20% em compara¢do com o
tratamento controle nos dois tempos. O teor de clorofila “b”, aos 30 dias de
tratamento, diminuiu cerca de 47% e 17% nas plantas com deficiéncia e excesso
de Zn, respectivamente, em relagdo ao controle. Apés 60 dias de experimento,
houve uma reducdo de 41% em plantas deficientes e de 22,73% nas com
excesso, quando comparadas as plantas controle (Grafico 5B).

Em relagdo as clorofilas “a” e “b”, observou-se um aumento em suas
concentragdes nas plantas controle e sob excesso de zinco até os 30 dias, seguido
de uma diminui¢do do teor ao final do experimento. Ja nas plantas deficientes, o

teor diminuiu aos 30 dias ¢ se manteve constante até a ultima avaliagdo. Os
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niveis de clorofila “a” e “b” se distinguiram entre excesso e deficiéncia na

segunda avaliacdo, no entanto, aos 60 dias houve diferenca apenas para clorofila

“b”

Aa

Aa _ 2500
Aa  Ab il s
A £ 2000
Bb W
& - = 1500 -
=] Ac
£ 1000 |
S 500 {
T o
5 |2 N 3 £
| B = » =
= B S = ¥
0 3]

= Deliciente Zn
& Deliciente Zn

-
@
3

= Deliciente Zn

Grafico 5 Teores de clorofila “a” (A) e clorofila “b”
cafeeiro cv. Catuai controle e submetidas a deficiéncia e excesso de
Zn por 0, 30 e 60 dias. Efeitos da deficiéncia e excesso de Zn no teor
de clorofila “a” de mudas de cafeeiro cultivares Catuai
Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle, deficiente e excesso); letras minusculas o efeito entre
os tempos dentro de cada tratamento. Diferentes letras indicam diferencgas
significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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Os teores de carotenoides se mantiveram constantes até 30 dias, a partir

de quando apresentaram um incremento substancial para as plantas sob

deficiéncia e excesso de zinco (Grafico 6). Aos 30 dias observou-se um

decréscimo de 27% e 22% para deficiéncia e excesso, respectivamente, em

relacdo ao controle. Ao final do periodo de avaliagdo, ocorreu um aumento dos

conteudos de carotenoides de 35% em plantas deficientes e 71% em plantas sob

excesso, quando comparadas ao controle.
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Grafico 6 Teores de carotenoides em folhas de mudas de cafeeiro cv. Catuai
controle e submetidas a deficiéncia e excesso de Zn por 0, 30 ¢ 60
dias. Efeitos da deficiéncia e excesso de Zn no teor de clorofila “a” de
mudas de cafeeiro cultivares Catuai

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de

cada tratamento (controle, deficiente e excesso); letras minusculas o efeito entre
os tempos dentro de cada tratamento. Diferentes letras indicam diferencas
significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

4.4 Carboidratos

Apo0s a exposi¢do das mudas de cafeeiro aos tratamentos de excesso e
deficiéncia de zinco, houve um decréscimo nos teores de acticares soluveis totais
em folhas e um aumento em raizes (Grafico 7A e B). Aos 30 dias, plantas
submetidas a deficiéncia de zinco apresentaram nas folhas uma diminui¢do no
teor de AST de 22% quando comparadas com o controle. Nao houve diferenca
entre plantas sob excesso e as controle (Grafico 7A). Apds 60 dias, os teores de
AST foram diferentes entre todos os tratamentos, com uma diminuigdo de 14%
em plantas deficientes e 24% em plantas sob excesso de zinco em relagdo ao
controle. Ao longo dos tempos avaliados, ocorreu uma diminui¢do no teor de
AST em folhas de plantas sob deficiéncia j& aos 30 dias. Entretanto, para o
excesso de zinco esta reducdo ocorreu aos 60 dias de estresse.

Nas raizes, a partir dos 30 dias, foram observados maiores teores de

AST em plantas deficientes ou com excesso de zinco (Grafico 7b). Enquanto
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que no tratamento controle, o teor de AST se manteve constante ao longo do
periodo experimental, plantas submetidas ao estresse por excesso ou deficiéncia
de zinco, apresentaram um acimulo destes acucares aos 30 dias, que se manteve

até o final do experimento.
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Grafico 7 Teores de agucares soluveis totais (AST) em folhas (A) e raizes (B)
de mudas de cafeeiro cv. Catuai controle e submetidas a deficiéncia e
excesso de Zn por 0, 30 e 60 dias

Nota: Letras maitsculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de

cada tratamento (controle, deficiente e excesso); letras minusculas o efeito entre
os tempos dentro de cada tratamento. Diferentes letras indicam diferengas
significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

w
e

Os teores de acgucares redutores (AR) nas folhas, ao contrario do
observado para aglicares totais, foram maiores em plantas deficientes em zinco
aos 30 e 60 dias, enquanto que plantas submetidas ao excesso de zinco nao
diferiram do controle (Grafico 8A). Em todos os tratamentos houve um aumento
nos teores de AR aos 30 dias, mantendo-se constantes até o final do
experimento. Nas raizes (Grafico 8B), a partir de 30 dias, maiores teores de AR
foram encontrados em plantas deficientes em zinco. Apenas estas plantas
apresentaram um aumento no teor de AR aos 30 dias, mantendo-se até os 60
dias de estresse, enquanto nas plantas controle ¢ sob excesso de zinco esses

teores foram constantes.
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Grafico 8 Teores de acucares redutores (AR) em folhas (A) e raizes (B) de
mudas de cafeeiro cv. Catuai controle e submetidas a deficiéncia e

excesso de Zn por 0, 30 e 60 dias
Nota: Letras maitisculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle, deficiente e excesso); letras minusculas o efeito entre
os tempos dentro de cada tratamento. Diferentes letras indicam diferencas
significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Quanto ao amido, ocorreu mesma tendéncia observada para AST, em
que ndo houve acumulo na parte aérea, quando as mudas foram cultivadas na
auséncia e excesso de zinco (Grafico 9A). Plantas submetidas ao excesso de
zinco nao difeririam estaticamente do controle em todos os tempos. A partir dos
30 dias de experimento, ocorreu uma diminui¢do do teor de amido de 21% nas
plantas com auséncia de zinco quando comparadas as plantas controle e, ao final
do experimento, a diminui¢do do teor de amido foi de 32%. As raizes nao
apresentaram diferencas estatisticas quando comparadas a testemunha (Figura

13b).
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Grafico 9 Teores de amido em folhas (A) e raizes (B) de mudas de cafeeiro cv.
Catuai controle e submetidas a deficiéncia e excesso de Zn por 0, 30 e
60 dias

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle, deficiente e excesso); letras minusculas o efeito entre
os tempos dentro de cada tratamento. Diferentes letras indicam diferencgas
significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

4.5 Prolina

Os menores teores de prolina em folhas de cafeeiro foram encontrados
em plantas sob deficiéncia de zinco, enquanto que os maiores teores foram
apresentados por plantas sob excesso deste nutriente (Grafico 10). Ao final do
periodo experimental, os niveis de prolina foram 31% menores em plantas
deficientes e 76% maiores em plantas sob excesso de zinco, quando comparadas
com as plantas controle. Ao longo do tempo, os niveis de prolina reduziram aos
30 dias e se mantiveram constantes até o final do experimento em plantas sob
deficiéncia. Em plantas submetidas ao excesso de zinco houve um aumento
progressivo nesses niveis ao longo dos dias de experimento. Em raizes os teores

de prolinas ndo foram demonstrados em razao da sua baixa quantificag@o.
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Grafico 10Teores de prolina em folhas de mudas de cafeeiro cv. Catuai controle
e submetidas a deficiéncia e excesso de Zn por 0, 30 e 60 dias
Nota: Letras maitsculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle, deficiente e excesso); letras minusculas o efeito entre
os tempos dentro de cada tratamento. Diferentes letras indicam diferengas
significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

4.6 Metabolismo antioxidante

As mudas de Catuai exibiram um aumento nos teores foliares de
peroxido de hidrogénio (H,0O,) ao longo do experimento, em condigdes de
deficiéncia e excesso de zinco (Grafico 11A), quando comparadas ao controle.
Esse aumento, ao final do experimento, foi de 47% em plantas deficientes e 24%
naquelas submetidas ao excesso de zinco em relagdo as plantas controle. Plantas
deficientes em zinco apresentaram um aumento progressivo nos teores de H,O,,
enquanto nas plantas sob excesso desse nutriente o aumento ocorreu aos 30 dias
e os niveis se mantiveram até o final do experimento. Nas raizes, aos 30 dias,
(Grafico 11B) o teor de peroxido foi mais elevado em plantas deficientes,
quando comparadas aos outros tratamentos, enquanto que aos 60 dias os maiores
teores foram encontrados em plantas deficientes, seguidas de plantas sob
excesso de zinco e, finalmente, plantas controle. Aos 60 dias de tratamento, os
niveis de peréxido de hidrogénio aumentaram 41% e 12%, respectivamente, em

plantas deficientes ¢ sob excesso de zinco, quando comparadas as plantas
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controle. Ao longo do periodo experimental a producdo de perdxido de

hidrogénio nas raizes apresentou a mesma tendéncia das folhas.

1800 ; A ko . B

~ 1600 ~ 1600
£

1400

1200 1 4 e

Mi
8

Ba

g

1000
800
= 600
.. 400
200

3
8

800
= 600
2. 400
200

= DelicienteZn || &

ax zn NN =
ax Zn [ =

ax Zn
4x Zn

H,O, (umol g
©
Controle -
Controle g

Controle
Controle
Controle

£ Deficientczn [ | &
4 zn I
o
2 Deliciente Zn 4
HLO, (umol g M
=
Controle | ] &
= Deficientc Zn _f
2 Deficientezn [ | &
4x zn [ ¥
a
0
2 Deficientezn [ 1] if

Grafico 11Teores de peroxido de hidrogénio (H,O,) em folhas (A) e raizes (B)
de mudas de cafeeiro cv. Catuai controle e submetidas a deficiéncia e
excesso de Zn por 0, 30 e 60 dias

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de

cada tratamento (controle, deficiente e excesso); letras minusculas o efeito entre
os tempos dentro de cada tratamento. Diferentes letras indicam diferencgas
significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Os teores do antioxidante ascorbato em folhas de café (Grafico 12)
foram mais elevados em plantas deficientes e sob excesso de zinco a partir dos
30 dias de estresse, quando comparadas com o controle. Aos 30 dias esses teores
foram maiores em plantas deficientes, seguidos pelas submetidas ao excesso de
zinco e, por Ultimo, pelas plantas controle, enquanto aos 60 dias esses valores
foram semelhantes entre as plantas submetidas ao excesso ou a deficiéncia desse
nutriente. Ao final do experimento, o contetido de ascorbato foi 166% e 145%
maior em plantas deficientes e sob excesso de zinco, respectivamente, em
relagdo ao controle. Ao longo do tempo, os teores de ascorbato aumentaram em
plantas deficientes e submetidas ao excesso de zinco aos 30 dias, a partir de
quando se mantiveram constantes. Os niveis de ascorbato encontrados em raizes
de cafeeiro, submetidas a todos os tratamentos, foram muito baixos € nao se

diferiram entre si (dados ndo demonstrados).
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Grafico 12Teores de ascorbato em folhas (A) e raizes (B) de mudas de cafeeiro
cv. Catuai controle e submetidas a deficiéncia e excesso de Zn por 0,
30 e 60 dias
Nota: Letras maitsculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle, deficiente e excesso); letras minusculas o efeito entre
os tempos dentro de cada tratamento. Diferentes letras indicam diferengas
significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

A atividade da enzima dismutase do superoxido (SOD) em folhas
(Gréfico 13A) e raizes (Grafico 13B) diminuiu em plantas sob deficiéncia de
zinco e aumentou em plantas sob excesso ao longo do periodo experimental.
Plantas deficientes apresentaram uma reducdo progressiva na atividade da SOD,
sendo 51% menor que as plantas controle aos 60 dias de estresse. Por outro lado,
em plantas sob excesso de zinco houve um aumento progressivo na atividade
desta enzima, sendo 40% superior ao controle ao final do experimento. Nas
raizes de plantas sob deficiéncia e excesso (Grafico 13B) até o 30° dia ndo foram
observadas diferencas entre os tratamentos, porém, ao final do experimento, a
atividade da SOD diminuiu 26% no tratamento de deficiéncia e aumentou 16%
em plantas sob excesso de zinco, quando comparado ao grupo controle. A
catalase (CAT) apresentou um aumento na atividade em folhas (Grafico 13C) e
raizes (Grafico 13D) dos tratamentos deficiente e com excesso de zinco ao longo

do tempo. A partir dos 30 dias, maiores atividades da CAT foram encontradas
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em plantas deficientes, seguidas por plantas sob excesso e pelo controle. Ao
longo do periodo experimental notou-se um incremento crescente em plantas
com auséncia de zinco, sendo a atividade desta enzima 75% maior que no
controle aos 60 dias de estresse. Por outro lado, em plantas sob excesso, a
atividade aumentou aos 30 dias e permaneceu constante até o final do
experimento, quando foi 36% superior a das plantas controle. Nas raizes
(Grafico 13D) de plantas dos tratamentos deficiente e com excesso de zinco, a
atividade da CAT foi superior a do controle aos 30 dias, entretanto, aos 60 dias,
a atividade foi maior em plantas deficientes, seguidas pelas com excesso e pelas
controle. A atividade da CAT aumentou, progressivamente, ao longo do tempo
nas plantas deficientes, enquanto que, em plantas submetidas ao excesso de
zinco, esse aumento ocorreu somente aos trinta dias. Ao final do experimento,
plantas deficientes e em excesso apresentaram um aumento de 94% e 37%,
respectivamente, na atividade desta enzima em relag@o ao controle.

Nas folhas a peroxidase do ascorbato (APX) apresentou maior atividade
nos tratamentos de deficiénica e excesso de zinco, a partir dos 30 dias (Grafico
13E). Ao final do experimento, esta atividade foi 103% e 45% maior na
deficiéncia e no excesso, respectivamente, em relagdo ao controle. Nas raizes
(Grafico 13F), a partir dos 30 dias, maior atividade foi encontrada em plantas
deficientes em zinco. Essas plantas apresentaram um aumento progressivo ao
longo do tempo, atingindo valores 84% maiores que o controle. Plantas sob
excesso de zinco mantiveram a atividade ao longo do periodo experimental, ndo

se diferindo do controle.
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Grafico 13 Atividade das enzimas do sistema antioxidante SOD, CAT e APX em
folhas (A, C, E) e raizes (B, D, F), respectivamente, de mudas de
cafeeiro cv. Catuai controle e submetidas a deficiéncia e excesso de
Zn por 0, 30 e 60 dias

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de

cada tratamento (controle, deficiente e excesso); letras minusculas o efeito entre
os tempos dentro de cada tratamento. Diferentes letras indicam diferengas
significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Para os teores foliares de malondialdeido (MDA) (Grafico 14A), até os
30 dias de experimento ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, no
entanto, aos 60 dias o teor de MDA aumentou 47% e 44%, respectivamente,

para plantas cultivadas em auséncia e excesso de zinco, quando comparadas ao
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controle. Comparados os tratamentos no tempo, houve um aumento significativo
para a deficiéncia e o excesso de zinco somente aos 60 dias. Nas raizes (Grafico
14B), os teores de MDA diferiram entre os tratamentos somente aos 60 dias,
com maiores valores em plantas deficientes, seguidos do excesso e, por fim, o
controle. Plantas deficientes tiveram um aumento progressivo nos teores
radiculares de MDA ao longo do periodo experimental, enquanto que em plantas
sob excesso de zinco esse aumento se deu somente aos 60 dias. Dessa forma, ao
final do periodo experimental esse aumento foi de 120% para plantas deficientes
e 54% para plantas submetidas ao excesso de zinco, quando comparadas ao

controle.
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Grafico 14Teores de Malondealdeido em folhas (A) e raizes (B) de mudas de
cafeeiro cv. Catuai controle e submetidas a deficiéncia e excesso de
Zn por 0, 30 e 60 dias
Nota: Letras maitisculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle, deficiente e excesso); letras minusculas o efeito entre
os tempos dentro de cada tratamento. Diferentes letras indicam diferencgas
significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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5 DISCUSSAO

Nas plantas o zinco pode ser encontrado em concentragdes de 3 a 150
mg Kg ' de matéria seca (FERNANDES, 2006). No caso especifico do cafeeiro,
varios autores descreveram faixas criticas de concentragdes desse elemento em
folhas variando entre 15 ¢ 30 mg kg’ (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA ,
1997; REUTER; ROBINSON, 1986). Neste caso, comprovou-se que pelos
teores foliares de zinco as plantas deste estudo ja se encontravam em deficiéncia
aos 30 dias (12,3 mg kg') e em excesso aos 60 dias (35,27 mg kg') de
tratamento. Os teores de zinco foram influenciados, significativamente, pelo seu
fornecimento na solugdo nutritiva nos tratamentos de deficiéncia ¢ excesso de
zinco.

A eficacia nutricional depende da absorcao efetiva das plantas e essa
pode variar em fun¢do de fatores como variagdo genética, caracteristicas
morfologicas, intensidade dos drenos, compartimentalizagdo de minerais, assim
como interagdo com outros nutrientes (MALAVOLTA et al., 2001).

Zabini et al. (2007), em estudos com progénies de cafeeiros,
encontraram diferengas nos teores foliares e radiculares de zinco decorrentes das
concentragdes utilizadas desse micronutriente. A raiz foi o 6rgdo com maior
reducdo (66,4%) do teor de zinco em plantas deficientes quando comparadas ao
controle. J4 em folhas, esta reducdo foi de apenas 35% em relagdo ao controle,
indicando que, quando o teor de zinco ¢ restrito, ha uma maior realocagdo dos
orgdos armazenadores para as partes mais metabolicamente ativas. Neste
trabalho, as reducdes nos conteudos de zinco em plantas deficientes foram
semelhantes aos encontrados por Zabini et al. (2007) com valores de 35,7% em
folhas e 67,9% em raizes, quando comparadas ao controle.

O excesso ¢ a deficiéncia em Zn reduziram, significativamente, o

acimulo de massa seca nas plantas em relagdo ao tratamento controle (Grafico
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4). Na deficiéncia esta redugdo, quanto ao controle, teve maior efeito na raiz
(34%) do que na parte aérea (29%). Para o excesso de zinco ocorreu o efeito
contrario com maior redugdo na parte aérea (17,63%) do que na raiz (7,81%),
quando comparados ao controle. Resultados semelhantes para deficiéncia e
excesso foram descritos em outras espécies tais como trigo (CAKMAK et al.,
1998; RENGEL, 2001), milho (SINGH et al., 2005), maca (LUDI et al., 2012) e
para o excesso de zinco em beterraba (SAGARDOY et al., 2011).

Considerando os dados apresentados, pode-se afirmar que a deficiéncia
de zinco, a partir dos 30 dias e para o excesso a partir dos 60 dias de imposi¢do
do estresse, acarretou uma reducdo do crescimento vegetal comparado a plantas
controle. Pelos dados apresentados (Grafico 4), nota-se que a auséncia do
suprimento de zinco, assim como em condi¢des supra 6timas, resultou em um
efeito depressivo nos parametros de crescimento. Isso pode ser em virtude da
reducdo das taxas fotossintéticas aliadas a reducdo dos pigmentos fotossintéticos
(Grafico 5), assim como o decréscimo de fotoassimilados, como os aglicares
soluveis, acarretando em uma menor massa seca (Grafico 7). Essas respostas nos
rendimentos, também, podem estar associadas a desequilibrios nutricionais nas
plantas levando a distirbios metabolicos. A inibigdo e 0 excesso geram uma
absorcao diferenciada de outros nutrientes, acarretando em uma deturpacio da
homeostase da planta (MALAVOLTA, 1980; MENGEL; KIRBY, 1987). Esses
resultados estdo de acordo com Wissuwa, Ismail e Yanagihara (2006) em arroz,
Hong e Ji-Yun (2007) em milho, Hajiboland e Amirazad (2010) em estudos com
repolho.

Favaro (1992), apds 58 dias de imposicao de cafeeiros a condigdes de
excesso de zinco, encontrou uma redu¢do do crescimento vegetativo e da
expansdao das folhas indicando efeito fitotoxico de zinco em teores mais
elevados. Em razdo da abrangéncia da atividade do zinco no metabolismo, sua

reducdo no crescimento e desenvolvimento das plantas em condigdes de excesso
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podem ser consequéncia de varios processos de diferentes vertentes. A
diminuicdo de pardmetros vegetativos, em condi¢do de excesso, pode estar
relacionado com a interagdo com outros minerais, bem como o efeito direto do
zinco na fotossintese (Grafico 5) ou na distribuicdo de agucares translocaveis da
fonte para o dreno (Grafico 7).

Segundo Martinez et al. (2005), a matéria seca das folhas, caules e raizes
do cafeeiro, em solugdo nutritiva com diferentes concentracdes de Zn, manteve-
se constante, independentemente do aumento dessas concentragdes.
Possivelmente, o crescimento da planta ndo foi afetado em decorréncia da
reserva de Zn contida na semente. Observou-se, também, que a quantidade
média de matéria seca da raiz das plantas que se desenvolveram na solugdo sem
zinco foi ligeiramente maior que de raizes que se desenvolveram nas
concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 umol L-1 de Zn, possivelmente, em razdo do
efeito toxico dessas concentragdes. E foi observada minima mobilidade no
floema do cafeeiro. Os mesmos autores concluiram que o caule do cafeeiro se
apresenta como local de armazenamento de zinco, mesmo que temporario, € nao
somente local de transporte do nutriente.

Os resultados obtidos, para as plantas submetidas ao excesso de zinco,
demonstram que a cultivar catuai apresentou tolerancia ao excesso de zinco, uma
vez que o crescimento em altura ndo foi afetado. Porém ocorreu uma redugdo no
nimero de folhas, na area foliar ¢ acimulo de massa seca foliar e radicular,
quando comparados ao controle. Essa tolerancia pode ser em virtude da agdo
protetora anterior aos 60 dias, em que os niveis de osmoprotetores como
carotenoides (Grafico 6) e prolina (Grafico 10), assim como a atividade do
sistema antioxidante enzimatico (Grafico 13) e ndo enzimdtico (Grafico 12)
permaneceram elevados, sugerindo uma manutengdo das atividades metabolicas

da planta.
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O limite de toxicidade de Zn pode variar entre espécies, tempo de
exposi¢do ao estresse e composicdo do meio de crescimento. Em plantas de
cafeeiro, Pedrosa et al. (2013) verificaram redug¢do da massa seca total quando
submetidas ao excesso de zinco. Em plantas de FEucalyptu smaculata e
Eucalyptus urophylla, concentragdes de 400 — 1600 mM de zinco inibiram o
crescimento da planta e reduziram o nimero de folhas ¢ comprimento das raizes
apos cinco semanas de tratamento (DONCHEVA; STOYANOVA;
VELIKOVA, 2001). J& em Pisum sativum a inibi¢do do crescimento ocorreu
apos a aplicagdo 1000 uM de Zn (SOARES et al., 2001).

O zinco, em condigdes de estresse, pode afetar sistemas homeostaticos
ionicos, interferindo na captacéo, transporte e regulagdo de ions, resultando na
interrup¢do dos processos metabolicos (ROUT; DAS, 2003). O aparato
fotossintético é um dos sitios-alvo de agdo do Zn nas plantas, uma vez que, em
concentragdes toxicas, perturba o involucro do cloroplasto ¢ a integridade das
membranas dos tilacoides (CHERIF et al., 2010). Neste trabalho, verificou-se
que a concentra¢do de pigmentos fotossintéticos foi reduzida pelos tratamentos
impostos a partir dos 30. Juntamente com o decréscimo das clorofilas “a” e “b”
foram observados sintomas visuais de clorose internerval nas plantas submetidas
aos tratamentos. Tais resultados estdo de acordo com os encontrados em plantas
da familia solandcea (VAILLANT et al., 2005), em Coffea arabica (ZABINI et
al., 2007) e em Lolium perenne (MONNET et al., 2001). Além disso, o Zn, em
condigdes de deficiéncia ou supra 6timas, pode inibir o transporte de elétrons do
fotossistema II (PSII) com concomitante diminui¢do da biossintese de clorofila
(CHALOUB; MAGALHAES; SANTOS, 2005).

Observa-se que os carotenoides desempenham um papel chave no
controle de radicais livres e peroxidos, uma vez que estdo envolvidos
diretamente na protecdo das membranas fotossintéticas (APEL; HIRT, 2004).

Resultados semelhantes a este estudo foram encontrados por Zabini et al. (2007)
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em progénies de cafeeiro e por Peck, McDonald e Graham (2010) em trigo,
enquanto que em tomate os niveis de carotenoides mantiveram-se constantes
mesmo sob condi¢des de deficiéncia de zinco (CHERIF et al., 2010).

Existe uma relagdo direta entre massa seca da parte aérea e raiz, com 0s
parametros de crescimento e a translocagcdo de carboidratos (CAKMAK et al.,
1994). Ao final deste experimento, notou-se uma diminui¢cdo nos teores de
agucares soluveis totais (Grafico 7A) na parte aérea e um aumento nas raizes de
plantas deficientes e sob excesso de zinco (Grafico 7B). Essa reducdo teve uma
relagdo direta com o menor acumulo de massa seca (Grafico 4A) nas folhas
dessas plantas, quando comparadas ao controle. Com esses resultados sugere-se
que ocorreu uma maior translocacdo de AST em condi¢des de excesso e
deficiéncia de zinco, permitindo assim, o desenvolvimento das raizes, ainda que
em propor¢des menores que o controle. A maior translocagdo de AST, também,
foi verificada em plantas deficientes em fosforo, garantindo a manutencdo do
crescimento radicular das mesmas (FREDEEN; RAO; TERRY, 1989).

No caso do excesso de zinco, de acordo com Sagardoy et al. (2011), o
acumulo de AST nas raizes pode estar envolvido com um aumento da
respiragdo pelas vias do citocromo ¢ oxidase alternativa. Desta maneira, a maior
translocacdo de AST em plantas deficientes e sob excesso de zinco pode ter sido
uma estratégia utilizada para a manutengdo da atividade respiratoria de plantas
submetidas ao estresse, visando a uma maior sobrevivéncia. Essa maior
translocacdo de AST estd relacionada com maiores niveis de AR em plantas
deficientes, sugerindo que os AR sejam produtos da clivagem dos AST
translocados da folha, estando disponiveis para a atividade respiratoria,
proporcionando o crescimento radicular.

A sintese de amido, também, foi reduzida, provavelmente, pela
diminuicdo da atividade do amido sintase. Estudos relatam a influéncia do zinco

na atividade de enzimas do metabolismo de carboidratos em beterraba
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(BROWN; CAKMAK; ZHANG , 1993). Resultados contrastantes a este foram
encontrados em trigo (PEARSON; RENGEL 1997) em que houve o aumento de
amido em condigdes de deficiéncia e excesso de zinco.

A maior produciao de aminodcidos, particularmente a prolina, tem uma
correlagdo direta com a acumulagdo de metais em plantas (KOVAC et al., 2009;
RADIC et al., 2010). A acdo protetora da prolina estd conectada com sua
capacidade de remover as espécies reativas de oxigénio (TRIPATHI; GAUR,
2004; SHARMA; DIETZ, 2006), impedindo a peroxidagdo lipidica (MEHTA;
GAUR, 1999) e, assim, indicando uma agdo protetora ou um papel regulador na
manutencao da homeostase celular. No presente estudo, plantas em condic¢des
supra 6timas aumentaram o teor de prolina nas folhas, contribuindo com os
resultados relatados em trigo por Bassi e Sharma (1993), em Brassica juncea e
Cajanus cajan por Alia et al. (1995), em feijao Andrade et al. (2009) e em trigo
por Li et al. (2013).

Estudos sobre o efeito da deficiéncia de zinco nos niveis de prolina sdao
escassos, entretanto, no presente estudo ocorreu uma reducdo significativa no
teor de prolina, em plantas de café deficientes em zinco. A diminuicao dos
teores de prolina pode ser por reagoes de degradacdo desse aminoacido, que sdo
catalizadas por enzimas mitocondriais como a prolina desidrogenase (KAVI-
KISHOR et al., 1995; PAVLIKOVA et al., 2008) em varias condigdes de
estresse.

Neste estudo, plantas deficientes e em condigdes supra 6timas de zinco
até os 30 dias ndo exibiram valores diferenciados do controle para MDA. A
manutencdo dos valores de MDA justifica-se por um sistema eficiente
caracterizado pelo aumento dos sistemas antioxidantes enzimaticos (Graficol3)
e ndo enzimatico (Grafico 10, 12). A partir do 30° dia, ocorreu um aumento nos
teores de MDA, sugerindo uma redugao da detoxificacdo dos teores de peroxido

de hidrogénio pelo metabolismo. Observou-se uma relagdo direta entre maiores
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teores de MDA e ocorréncia de estresse oxidativo, em raizes e folhas de plantas,
submetidas a deficiéncia e ao excesso de zinco aos 60 dias. O excesso de Zn
pode afetar a absor¢do de outros nutrientes tais como Cu, Fe ¢ Mn, ¢ a
deficiéncia desses elementos pode causar estresse oxidativo (DEL RIO et al.,
1991). Altos niveis de Zn, também, podem contribuir para a formagdo de
espécies reativas de oxigénio, por meio do deslocamento de outros metais dos
seus sitios ativos em proteinas, em consequéncia da semelhanga dos raios dos
ions do zinco com os Fe e Mg (MARSCHNER, 1995). Outra indugao de estresse
oxidativo se da pelo efeito estimulante da acdo de algumas enzimas sob
condicdes toxicas, como € o caso da maior atividade da enzima lipoxigenase,
desencadeando a peroxidagdo lipidica (WECKX; CLIJSTERS, 1997) e,
consequentemente, varios processos antioxidantes podem ser iniciados.

Varios estudos t€m relatado que baixas concentragdes de Zn em células
vegetais podem aumentar a produgdo de O,” no aparato fotossintético, no fluxo
de elétrons (MARSCHNER; CAKMAK, 1989; CAKMAK et al., 1994;
CAKMAK; ENGELS, 1999). A deficiéncia de zinco aumenta a producdo de
NADP oxidases que se ligam as membranas causando danos e aumentando a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (CAKMAK, 2000). Sob deficiéncia de
zinco, varias plantas tém a tendéncia de absorver e translocar ferro em excesso
que, sendo um metal redox, interfere em varios processos fisioldgicos na planta
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984; PRICE; HENDRY, 1991; HENDRY,
1993; BECANNE; MORAN; ITURBE-ORMAETXE, 1998). Danos
fotooxidativos sdo decorrentes do decaimento da eficiéncia fotossintética em
condi¢des de deficiéncia de zinco, assim como redu¢do da fixagdo do CO, e
diminuicao da atividade da SOD (CAKMAK; ENGELS, 1999; ALOWAY,
2008)

Plantas submetidas a estresse por metais convertem H,O, e O," ~ em

radicais altamente reativos como radical hidroxila OHe pela reacdo de Haber-



50

Weiss, o qual desencadeia o processo de peroxidacdo lipidica (APEL; HIRT,
2004). Geralmente, um acumulo excessivo de espécies reativas de oxigénio faz
com que haja a peroxidacdo de lipidios, inativagdo de enzimas e danos ao DNA
¢ a outros componentes celulares (STOBRAWA; LORENC-PLUCIN, 2007). O
MDA ¢ o produto direto da peroxidagdo lipidica em membranas, sendo
considerado um dos sintomas de estresse oxidativo mais agressivos no
metabolismo da planta (YAMAMOTO et al., 2002).

Ambos os tratamentos, de auséncia e excesso de zinco, desencadearam
um aumento nos teores de MDA ao final do experimento, corroborando com os
resultados encontrados por Cherif et al. (2010) em tomate e por Ghnaya et
al.(2011) em (Brassica napus cv. Jumbo). Também se observou maior produgio
de H,0O, em condi¢des de deficiéncia e de excesso de zinco em plantas de café.
Resultados semelhantes foram encontrados por Gupta, Pathak e Pandey (2011),
trabalhando com Vigna mungo e por Prabhu e Krishnaswamy (2011) em arroz,
sob excesso e deficiéncia de zinco, por Jain et al. (2010) em cana de agtlicar
submetida ao excesso de zinco e por Chen et al. (2008) em arroz sob condi¢ao
de deficiéncia desse nutriente.

Plantas deficientes e em excesso de zinco mantiveram teores de MDA
constantes até os 60 dias, porém uma maior produgdo de MDA em folhas foi
observada ao final do experimento, possivelmente, pela atividade ineficiente do
metabolismo antioxidante. Esse desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio e a remog¢do das mesmas pelo metabolismo antioxidante
esta relacionado a redugdo no crescimento, nimero de folhas e acumulo de
massa seca ao final do periodo experimental. Ocorreu, também, uma redugdo
nos teores de clorofilas “a” e “b” e um aciimulo de carotenoides em folhas do
cafeeiro aos 60 dias de estresse. Embora os teores de AsA, prolina (plantas em
excesso de zinco) e a atividade das enzimas CAT e APX tenham sido elevados

desde os 30 dias, o que fez com que mantivesse o desenvolvimento e o
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crescimento das plantas, a mobilizacdo deste sistema antioxidante foi suficiente
para remover as EROs produzidas até os 60 dias. Isto pode ser evidenciado pelos
elevados teores de peroxido de hidrogénio, a partir de 30 dias de estresse,
culminando com a peroxidagao lipidica demonstrada pelo aumento nos teores de
MDA aos 60 dias de estresse.

Nas raizes o excesso e a deficiéncia do zinco desencadearam varios
processos fisiologicos, como um aumento da concentragio de MDA
concomitante ao aumento da concentracdo de H,O,ao final do experimento.
Embora tenha ocorrido um aumento na atividade do sistema antioxidante
enzimatico, a mesma nao foi suficiente para conter os danos causados pelo
excesso de produgdo de EROs, sob estresse, levando a um menor acimulo de
massa seca em raizes quando comparadas ao controle. No entanto, a maior
translocacdo de carboidratos, possivelmente, proporcionou a manutengdo do
crescimento radicular ndo somente por fornecer substratos para a via glicolitica,
mas também por neutralizar a acdo das EROs (KEUNEN et al., 2013)

A enzima SOD pode catalisar a dismutacdo do anion superéxido em
oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio, sendo um antioxidante enzimatico
intracelular de grande importancia na tolerancia ao estresse por fornecer a
primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos dos niveis elevados das EROS
(GILL; TUTEJA, 2010). As isoformas da SOD sdo classificadas pelo metal
cofator: cobre/zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD) e ferro (Fe-SOD),
estando localizadas em diferentes compartimentos celulares (MITTLER, 2002).
No presente estudo, a redugdo na atividade da SOD nos tratamentos de auséncia
de zinco em folhas e raizes, corrobora com estudos anteriores com trigo
(CAKMAK; MARSCHNER, 1988), milho (HONG; JI-YUN, 2007) e pepino
(GAO; LI YU, 2009). Esse resultado pode estar relacionado ao fato de que o Zn
participa no processo da estabilidade da isoforma Cu/Zn-SOD, atuando como

fator estrutural. O tratamento de excesso de zinco promoveu uma maior
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atividade da SOD em folhas e raizes, assim como descrito em cana-de-agucar
(PRASAD; SARADHI; SHARMILA, 1999), feijao (MICHAEL;
KRISHNASWAMY, 2011) e trigo (LI et al., 2013).
As enzimas CAT e APX decompdem H,O, em oxigénio molecular e
H,O (TAYEFINASRABADI et al., 2011), constituindo o principal sistema de
eliminacdo do H,O, nas células. Em plantas de café submetidas a deficiéncia e
ao excesso de zinco, houve um aumento da atividade dessas enzimas em folhas e
raizes, corroborando com os resultados encontrados em cana de agucar (JAIN et
al., 2010). No entanto, outros estudos apresentaram resultados divergentes, em
que a atividade da CAT foi reduzida em resposta ao excesso de zinco em folhas
e raizes de Eruca sativa (OZDENER; AYDIN, 2010). Desta forma, os metais
podem induzir mudangas na atividade de enzimas antioxidantes e essa indugao
esta correlacionada com a espécie, 6rgaos e a intensidade e durag@o do estresse.
Danos fotossintéticos relacionados com a formag¢do de EROs
levam a inativacdo de varias enzimas relacionadas a fotossintese. Neste estudo, o
aumento da atividade do sistema antioxidante juntamente com o ascorbato
demonstram sua atuacdo, durante os periodos que antecedem a severidade do
estresses, indicando uma atuagdo precoce do complexo antioxidante. Ainda
assim, esta prote¢ao nao foi suficiente para evitar danos as membranas, ou para a
manutencdo dos niveis de clorofila e crescimento de plantas submetidas ao

estresse.
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6 CONCLUSOES

Os teores foliares de zinco mostraram que as mudas de café se
encontravam sob deficiéncia a partir dos 30 dias e sob excesso de zinco aos 60
dias de tratamentos. Os tratamentos de deficiéncia e excesso de zinco
apresentaram um padrdo de resposta semelhante, porém, em mudas sob
deficiéncia, estas respostas foram mais acentuadas.

A deficiéncia e o excesso de zinco reduziram os teores de AST e amido
na parte aérea, ja nas raizes os teores de amido e AR se mantiveram enquanto os
teores de AST aumentaram. Os niveis de clorofila a ¢ b e massa seca foliar
reduziram em plantas sob excesso ¢ deficiéncia de zinco. Ambos os tratamentos
induziram o aumento na produgdo de peroxido de hidrogénio e uma maior
atividade da CAT, APX e maiores teores de ascorbato e prolina. No entanto,
essa maior atividade do sistema antioxidante ndo foi suficiente para evitar que
danos causados pelas EROs ocorressem, possibilitando um aumento nos teores

de malondealdeido, que ¢ um produto secundario da peroxidacao lipidica.
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