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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os impactos
bioquimicos e fisioldgicos, em mudas de Coffea arabica L., cultivares Catuai e
Acaia, frente a deficiéncia de magnésio (Mg). Dessa maneira, mudas com seis
meses de idade foram transferidas para recipientes plasticos, contendo solugéo
nutritiva de Hoagland e Arnon. Na imposi¢ao dos tratamentos, foram utilizadas
solucdes completa e com a exclusdo do nutriente Mg. As avaliagcdes foram
realizadas em folhas totalmente expandidas e em raizes no inicio do tratamento e
apos 10, 20 e 30 dias. Foram avaliadas as alteragdes no particionamento de
carboidratos, sistema antioxidante, crescimento, acumulo de massa seca e
conteudo de clorofilas e carotenoides das plantas expostas a esse estresse, bem
como nas plantas controle. Uma das caracteristicas iniciais da deficiéncia em Mg
foi um aumento na relacdo de massa seca parte aérea/raiz, o que pode estar
relacionado ao acumulo de carboidratos nas folhas. E provavel que esse acamulo
seja responsavel por desencadear uma redug¢do no consumo de equivalentes
redutores, oferecendo condic¢des favoraveis para a formagao de espécies reativas
de oxigénio (EROs). O aumento na producdo de EROs foi acompanhado por
aumentos na concentragdo de ascorbato e na atividade das enzimas do
metabolismo antioxidante. A cultivar Catuai ¢ mais sensivel a deficiéncia de
magnésio, do que a Acaia, uma vez que as mudas desta cultivar apresentaram
redugdo no crescimento e uma atividade menos eficiente do metabolismo
antioxidante na remocdo das EROs quando expostas a deficiéncia em Mg.

Palavras-chave: Particionamento de carboidratos. Crescimento. Clorofila.
Solugdo nutritiva. Estresse oxidativos.



ABSTRACT

The present work had as objective to study evaluate the biochemical and
physiological impacts in plants of Coffea arabica L. cultivars Catuai and Acaia,
front deficiency of magnesium (Mg). Thus, plants with six months of age were
transplanted into plastic recipient with a capacity of 10 L containing nutrient
solution of Hoagland and Arnon. The evaluations were performed on fully
expanded leaves and roots at the beginning of treatment and after 10, 20 and 30
days. We evaluated the changes in partitioning of carbohydrates, antioxidant
system, growth, dry matter accumulation and content of chlorophylls and
carotenoids from plants exposed to this stress, as well as in control plants. One
of the initial reactions of Mg deficiency was an increase in the shoot/root dry
weight ratio, which may be related to the accumulation of carbohydrates in
leaves. It is likely that this accumulation cause a reduction in the consumption of
reducing equivalents that offer favorable conditions for the generation of highly
reactive O, species (ROS). The increase in production of ROS was accompanied
by increases in ascorbate concentration and activity of enzymes of antioxidant
metabolism. The Catuai is more sensitive to magnesium deficiency of the Acaia,
since this cultivar plants showed reduced growth and activity of the antioxidant
metabolism less efficient in the removal of reactive oxygen species when
exposed to magnesium deficiency.

Keywords: Partitioning of carbohydrates. Growth. Chlorophyll. Nutrient
solution. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

Considerando a grande extensdo territorial, utilizada para o cultivo do
cafeeiro, os problemas ligados as adversidades edafoclimaticas sdo os mais
variaveis e se relacionam a diferentes elementos, dentre eles as deficiéncias e
desequilibrios nutricionais. Nesse contexto, o fornecimento adequado de
nutrientes minerais ¢ de grande importancia para o crescimento e
desenvolvimento das plantas (WEILL, 1990).

O magnésio exerce uma importante influéncia no particionamento de
carboidratos e na alocagdo de biomassa entre parte aérea e raiz. Uma das
caracteristicas iniciais da deficiéncia em Mg é um aumento na relagdo de massa
seca parte aérea/raiz, que pode estar relacionado ao acumulo de carboidratos em
folhas, especialmente sacarose e amido (CAKMAK; KIRBY, 2008).

Em estudos sdo demonstrados que a alteragdo no particionamento de
carboidratos pode ser desencadeada por uma redugdo na exportagcdo de sacarose
via floema de 6rgdos fonte para os orgdos dreno (CAKMAK; HENGELER;
MARSCHNER, 1994a, 1994b; HERMANS et al., 2004). O mecanismo pelo
qual a deficiéncia em Mg afeta o carregamento de sacarose no floema, ainda,
ndo estd totalmente compreendido, mas pode estar relacionado a baixa
concentragdo do complexo Mg-ATP nos locais de carregamento do floema
(CAKMAK; YAZICI, 2010).

E provavel que esse acimulo de carboidratos seja responsavel por
desencadear uma reducdo no consumo de equivalentes redutores, oferecendo
condi¢des favoraveis para a formagdo de espécies reativas de oxigénio — EROs
(MITTLER, 2002). Visando neutralizar os efeitos dessas EROs, as plantas
apresentam um sistema de defesa antioxidante, composto por enzimas e

moléculas antioxidantes, no entanto, em condigdes de estresse severo ou
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prolongado pode ocorrer o desequilibrio entre a producdo e a remogao de EROs
(CAKMAK; KIRBY, 2008).

Embora a deficiéncia de magnésio na cultura do cafeeiro tenha se
tornado uma constante, estudos fisioldgicos que mostrem os efeitos desse
estresse, ainda, sdo inexistentes. Desta maneira, o presente trabalho foi realizado
com o objetivo de avaliar as respostas bioquimicas e fisiologicas em mudas de
cafeciro (Coffea arabica L. cv. Catuai 144 e cv. Acaia 474/19), frente a
deficiéncia de magnésio. Para tanto, foram avaliadas as alteracdes no
particionamento de carboidratos, sistema de defesa antioxidante, crescimento,
acumulo de massa seca e conteudo de pigmentos fotossintetizantes das plantas

expostas a esse estresse, bem como nas plantas controle.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O magnésio (Mg) ¢ um macronutriente que desempenha varias fun¢des
nas plantas como: a) constituinte da molécula de clorofila, b) controle do pH
celular, ¢) sintese de proteinas, d) ativagdo de enzimas envolvidas na respiragao,
fotossintese e, principalmente, aquelas envolvidas na transferéncia de grupos
fosfatos (fosfatases e ATPases) (MARSCHNER, 1995).

A funcdo mais familiar do Mg nas plantas, certamente, ¢ a participagdo
na molécula de clorofila, porém, apenas uma pequena propor¢do, cerca de 15 a
20% do Mg total, estd ligado a esta molécula, que se encontra nas membranas
dos tilacoides nos cloroplastos (WHITE; BROADLEY, 2009), e esse percentual
pode ser maior ou menor dependendo da quantidade de Mg na planta. O
citoplasma ¢é outro compartimento que pode ter de 10 a 20% do Mg e o restante
esta localizado no vacuolo celular (MARSCHNER, 1995).

Os sintomas da deficiéncia em Mg, na maioria das plantas, fazem sua
primeira aparicdo nas folhas totalmente expandidas e, sistematicamente,
progridem a partir delas para as mais jovens, sendo um sintoma caracteristico a
clorose internerval (BENNETT, 1997).

Na sintese de proteinas, o Mg, também, ¢ exigido para a ligacdo das
subunidades ribossomicas e para a formagdo da RNA polimerase (MAATHUIS,
2009). Assim sendo, em funcdo de alteracdes na sintese de proteinas, a
propor¢do de nitrogénio proteico diminui e a quantidade de nitrogénio nao
proteico aumenta em folhas deficientes em Mg (TERRY; ULRICH, 1974).

As reacOes de ativagdo enzimadtica e transferéncia energética, também,
necessitam de Mg e podem ser de transferéncia de grupos fosfatos (fosfatases e
ATPases) ou grupos carboxilicos (carboxilases). Nessas reacdes o0 Mg atua como
ligante preferencial entre a base nitrogenada e o grupo fosforil (MARSCHNER,

1995). Na sintese de ATP, também, ¢ exigido um requerimento de Mg como um
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componente da ligagdo entre o ADP e a enzima (IGAMBERDIEV;
KLECZKOWSKI, 2003).

O Mg, também, afeta a modulacdo da atividade da ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase no estroma de cloroplastos, sendo nesse caso a ativagao
da enzima dependente de Mg e pH. A ligacdo do Mg com a enzima aumenta a
afinidade pelo CO, e duplica a taxa de velocidade maxima da reagdo
(SUGIYAMA; NAKAYAMA; AKAZAWA, 1968). A ativagdo da frutose-1,6-
bifosfatase que em cloroplastos regula o particionamento de assimilados entre a
sintese de amido e a exportacdo de triose fosfatos, também, ¢é regulada por altas
concentragoes de Mg e altos valores de pH (GERHARDT; STITT; HELDT,
1987).

Em muitos casos, com o inicio do estresse pela deficiéncia em Mg, o
particionamento de carboidratos para as raizes ¢ reduzido, levando a um
aumento distinto na relacdo de massa seca entre parte aérea e raiz (CAKMAK;
HENGELER; MARSCHNER, 1994b; FISCHER et al., 1998; RIGA; ANZA,
2003). Em beterraba, a deficiéncia em Mg causa um acumulo massivo de
sacarose ¢ amido nas folhas & medida que a concentragdo de Mg ¢ reduzida. E
esse acimulo de acucares ocorre em conformidade com a inibicdo severa da
exportagdo de sacarose das folhas para as raizes (HERMANS et al., 2005). O
acumulo de carboidratos em folhas deficientes ocorre antes de qualquer efeito no
crescimento (CAKMAK; HENGELER; MARSCHNER, 1994a, 1994b;
HERMANS; VERBRUGGEN, 2005).

O massivo acimulo de fotossintatos em folhas de plantas deficientes em
Mg pode alterar o metabolismo fotossintético e reduzir o uso da energia
luminosa absorvida na fotossintese, que pode induzir uma saturagdo da cadeia de
transporte de elétrons com acimulo de NADPH (HERMANS; VERBRUDGEN,
2005). Altos niveis de equivalentes redutores e componentes da cadeia de

transporte de elétrons saturados oferecem condi¢des favoraveis para a formagao
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de espécies reativas de oxigénio — EROs (BIEMELT; KEETMAN;
ALBRECHT, 1998; MITTLER, 2002). Dentre as principais EROs que causam
danos celulares pela oxidacdo de lipidios, proteinas e acidos nucleicos,
destacam-se o radical superoxido (O;’), o peréxido de hidrogénio (H,0O,), o
oxigénio singleto ('0,) e o radical hidroxila (OH") (APEL; HIRT, 2004).

As EROs sdo altamente citotoxicas ¢ podem reagir com varias
biomoléculas, entre elas, lipidios, proteinas e &cidos nucleicos, causando
peroxidacdo lipidica, desnaturacdo de proteinas e mutagdes no DNA,
respectivamente (BREUSEGUEM et al.,, 2001; QUILES; LOPEZ, 2004).
Evidéncias sugerem que as membranas sdo o principal alvo da injuria
(CANDAN; TARHAN, 2003), uma vez que as EROs podem reagir com acidos
graxos insaturados desencadeando a peroxidacdo lipidica nas membranas
plasmatica e intracelular de organelas (KARABAL; YUCEL; OKTEM, 2003).
A peroxidacdo da membrana plasmatica leva ao extravasamento do conteudo
celular, rapida dessecagdo e morte celular, enquanto que danos na membrana
intracelular podem afetar a atividade respiratoria da mitocondria, deterioragdo de
pigmentos e perda da capacidade de fixagdo do carbono no cloroplasto (FOYER;
NOCTOR, 2000; SCANDALIOS, 1993).

Assim sendo, as plantas desenvolveram diferentes sistemas de defesa
antioxidantes para remover as EROs e minimizar seus danos celulares. O
sistema antioxidante enzimatico ¢ um dos mecanismos de protecdo, incluindo a
dismutase do superdxido (SOD), que pode ser encontrada em varios
compartimentos celulares e catalisa a dismutagdo de O,” a HyO, ¢ O,. O H,0O,, ¢
convertido em O, e H,O pela agdo das catalases (CAT), diversas peroxidases e
pelo ciclo ascorbato-glutationa. Esse ciclo ¢ caracterizado por uma série de
reagdes redox acopladas, envolvendo as enzimas peroxidase do ascorbato

(APX), redutase do monodehidroascorbato (MDHAR), redutase do
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dehidroascorbato (DHAR), redutase da glutationa (GR) e o ascorbato
(CANDAN; TARHAN, 2003; JIMENEZ et al., 1998).

Embora as EROs sejam produtos inevitaveis do metabolismo vegetal
(MARTINEZ et al., 2001), em condigdes normais, a sua producdo e remog¢ao sao
bem equilibradas (MITTLER, 2002). Entretanto, em condi¢des de estresse, a
produgdo de EROs pode superar os mecanismos de remocdo desencadeando o
estresse oxidativo (ESFANDIARI; SHOKRPOUR; ALAVI-KIA, 2010).

Aumentos na atividade do sistema antioxidante pela deficiéncia em Mg
foram reportados por Candan ¢ Tarhan (2003) em Mentha sp., Riga ¢ Anza
(2003) em Pipper sp., Tewari, Kumar e Sharma (2006) em plantas de amora e
por Chou et al. (2011) em arroz. Em feijao, este aumento foi observado logo no
estadio inicial da deficiéncia, podendo ser considerado uma das primeiras
respostas fisiologicas e bioquimicas a esse estresse (CAKMAK; MARSCHNER,
1992). Essa rapida resposta das plantas pode ser responsavel por reprimir os
danos fotooxidativos mediados pelas EROs e, consequentemente, evitar a
inativacdo das enzimas fotossintéticas, o que explicaria porque a fotossintese ¢
afetada pela deficiéncia em Mg, tardiamente, quando comparada com o acimulo

de agucares (HERMANS et al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Condugcdo do experimento

Mudas de cafeeiro (Coffea arabica L. cv. Catuai 144 e cv. Acaia
474/19), com seis meses de idade, foram obtidas do Viveiro Charneca,
municipio de Trés Pontas — Minas Gerais. As mudas foram cultivadas em sacos
de polipropileno de 500 mL, com dimensdes de cinco cm de diametro e 12 cm
de altura. O substrato utilizado foi o padrdo para mudas de cafeeiro, constituido
de terra de subsolo peneirada e esterco de curral curtido e peneirado nas
propor¢des 2:1, acrescido cloreto de potassio e superfosfato simples nas
proporc¢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 dez litros, com
dimensdes de 33 cm de largura, 31 cm de altura ¢ 38 cm de comprimento,
contendo solugdo nutritiva de Hoaglang e Arnon (1950). O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo, com as condi¢des controladas. Antes da
imposi¢do dos tratamentos, as mudas passaram por um periodo de aclimatacao
com duracdo de 28 dias, nos quais foram utilizadas solu¢cdes com concentracdes
crescentes, comecando com Y4 da forga, durante sete dias, % forga por sete dias e
for¢a completa por 14 dias.

Plantas aclimatadas foram submetidas a dois tratamentos, constituidos
por solugdes controle e deficiente em magnésio. Para o tratamento controle,
foram utilizadas as concentra¢des originais da solu¢do nutritiva, enquanto que
no tratamento de deficiéncia foi utilizada a mesma solugdo, porém com a
exclusdao do nutriente magnésio. O volume da solugdo nutritiva, nos recipientes
plésticos, foi mantido pela reposicdo diaria com agua deionizada. O pH da

solucdo foi ajustado, diariamente, para 5,5 £ 0,5 com solu¢do de NaOH 1 mol L
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! as solug¢des foram trocadas, semanalmente ¢ mantidas sob aeragdo constante
durante todo o periodo experimental.

As avalia¢des foram realizadas em folhas totalmente expandidas e em
raizes no inicio do tratamento e apos 10, 20 e 30 dias de imposi¢do dos
tratamentos. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2x2x4, sendo duas cultivares (Catuai ¢ Acaia), dois tratamentos
(controle e deficiente em Mg) e quatro tempos (0, 10, 20 e 30 dias), totalizando
16 tratamentos com trés repetigdes. Cada parcela experimental foi constituida
por cinco plantas.

Os dados obtidos foram submetidos a 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 e Knott (1974), a 0,05 de probabilidade.

3.1.1 Teores de magnésio

Os teores foliares de magnésio foram determinados, conforme
Malavolta, Vitti e Oliveira (1989), onde 500 mg de material seco € moido foram
levados para tubo de digestdo e foram adicionados 6 mL de uma mistura de
HNO; e HCIO4 na propor¢do 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). Apos esfriar, o extrato foi
transferido para baldo volumétrico de 50 mL. O volume do baldo volumétrico
foi, entdo, completado com 4agua deionizada. A determinacdo do conteudo de

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

As medidas de altura das plantas ¢ do comprimento das raizes foram
obtidas tomando-se o comprimento entre o coleto e o apice foliar e entre o coleto
e 0 apice da raiz primaria, 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) foi obtida de amostras

secas em estufa de ventilacdo forcada a 70°C até peso constante.

3.1.3 Clorofilas e carotenoides

Para a determinagdo 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 645 e 663 nm e, para os teores de
carotenoides, foram realizadas leituras a 445 nm, conforme metodologia de

Lichtenthaler e Buschmann (2001).

3.1.4 Carboidratos

Os carboidratos foram extraidos da massa seca de folhas completamente
expandidas e raizes pela homogeneizag¢ao 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,
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coletando-se o sobrenadante. O processo foi repetido por duas vezes e o0s
sobrenadantes, combinados.

Para extragdo 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. Apés a centrifugagido a 5.000 g por 20 minutos, o
sobrenadante foi coletado e o volume completado para 15 mL.

Para a quantificagdo do amido, sacarose e agucares 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 Peroxido de hidrogénio

Matéria fresca de folhas (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,0O, 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
pL 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 uL) do sobrenadante foram adicionadas ao
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meio de reagdo composto por TCA 5% (m/v), etanol 99,8% (v/v), acido
fosférico (H;PO4) 0,4% em etanol (v/v), bathophenantrolina 0,5% em etanol
(p/v) e FeCl; 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.

3.1.7 Peroxidacéo lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada, por meio da quantificagdo de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico, 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 4acido 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
reagdao [0,5% (m/v) de &cido tiobarbitirico (TBA) e 10% (m/v) de TCA],
incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30 minutos. A reagdo foi paralisada por
resfriamento rapido em gelo e as leituras foram determinadas em
espectrofotometro, 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) / (Eb), 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, as quais foram adicionados 1,5 mL do tampdo de extracdo



22

contendo: 1,47 mL de tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), 15 uL de
EDTA 0,1 M (pH 7,0), 6 uL. de DTT 0,5 M, 12 pL 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 andlises. Os sobrenadantes coletados foram utilizados nas analises
enzimaticas da dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do

ascorbato (APX) (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998).

3.1.8.1 Dismutase do superoxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorredugdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977),
em um meio de incubacdo composto por fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8,
metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 puM. Os tubos
com o meio de reacdo ¢ 10 pL de amostra foram iluminados, por 7 minutos, com
uma ldmpada 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
da enzima foi feito com a seguinte equagdo: % 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 fotorreduc¢ao do NBT nas condi¢des do ensaio.

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 uL do meio de
incubagao, contendo 500 pL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0) e 50 uL de

peroxido de hidrogénio 12,5 mM, incubado a 28°C. A atividade dessa enzima
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foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos,
por 3 minutos, monitorado pelo consumo de perdxido de hidrogénio. O

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

3.1.8.3 Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxida¢do do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota de 10 puL do extrato enzimatico foi adicionada a 950 puL 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 puL de peréxido de hidrogénio 2 mM
(NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi de
2,8 mM ! em™.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teores de magnésio

Os teores foliares de magnésio nas mudas de Catuai e Acaid cultivadas
apos 30 dias sob condigdo de deficiéncia desse elemento foram,
respectivamente, de 2,8 e 3.1 g Kg”', enquanto que nas mudas controle esses
teores foram de 4,0 ¢ 3,9 g Kg' (Grafico 1). Faixas de suficiéncia para teores
adequados de Mg em folhas de cafeeiros, normalmente, variam entre 3,1 e 5,2
gKg' (MALAVOLTA, 1993; MARTINEZ et al., 2003, 2004). Os resultados
encontrados mostram que a partir de 20 dias, apds a suspensao do fornecimento

de Mg, as mudas de cafeeiros entraram em um processo de deficiéncia.
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Grafico 1 Efeitos da deficiéncia em Mg nos teores foliares de magnésio de
mudas de cafeeiro cultivares Catuai e Acaia

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle e deficiente); letras minusculas o efeito entre os tempos
dentro de cada tratamento em cada cultivar e letras minusculas seguidas por
apostrofe o efeito da deficiéncia em Mg em cada tempo de coleta dentro de cada
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cultivar. Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de
probabilidade.

4.2 Crescimento vegetativo

Independentemente do tratamento e das cultivares, o numero total de
folhas aumentou com o tempo, elevando-se, significativamente, a partir do 20°
dia para as plantas controle e a partir do 30° dia para as plantas submetidas a
deficiéncia em Mg (Grafico 2A). J4 a area foliar ndo variou com a evolugdo do
experimento, exceto na ultima amostragem (30° dia), onde, independentemente
do tratamento e da cultivar, houve aumentos significativos. Nessa amostragem,
as cultivares responderam de forma diferente na presenca e auséncia do Mg
(Grafico 2B). Ao final do experimento, o numero total de folhas (Grafico 2A) e
a area foliar total (Grafico 2B) de mudas de Catuai foram maiores 11% e 33%,
respectivamente, no tratamento controle que no deficiente. Para as mudas de a

cultivar Acaia esse nimero ndo variou com os tratamentos.
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Grafico 2 Efeitos da deficiéncia de Mg no numero total de folhas (A) e na area
foliar total (B) de mudas de cafeeiro cultivares Catuai e Acaia

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle e deficiente); letras minusculas o efeito entre os tempos
dentro de cada tratamento em cada cultivar e letras minusculas seguidas por
apostrofe o efeito da deficiéncia em Mg em cada tempo de coleta dentro de cada
cultivar. Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de
probabilidade.



27

Ao contrario do que se observou no tratamento controle, a deficiéncia de
Mg ndo alterou a altura das mudas de Catuai ao longo do periodo experimental.
Ja em mudas de Acaid, observou-se um aumento na altura das mudas aos 20
dias, independentemente da presenca ou ndo do Mg na solu¢do. Ao final do
experimento, as mudas de Catuai, no tratamento controle, apresentaram-se 28%
mais altas, quando comparadas as mudas deficientes, enquanto que nas de Acaia
essa diferenca ndo foi observada. Além disso, a altura das plantas foi maior na
cultivar Acaid, quando comparada a Catuai, no inicio do tratamento controle,
bem como em todos os tempos do tratamento com deficiéncia em Mg (Grafico
3A).

Nao foram observadas diferengas significativas nos comprimentos das
raizes de mudas de Catuai crescidas na auséncia de Mg ao longo do periodo
experimental. Por outro lado, em mudas de Acaid, foram observados aumentos
significativos a partir do 10° dia. Dessa forma, o comprimento da raiz foi maior
na cultivar Acaid, quando comparada a Catuai, a partir do 20° dia do tratamento
com deficiéncia em Mg. Ao final do experimento, diferencas significativas entre
os tratamentos somente foram observadas para a cultivar Catuai, onde as mudas
deficientes apresentaram uma redugdo de 9% no comprimento radicular (Gréfico
3B).

Os resultados de crescimento de mudas de a cultivar Catuai indicaram
que a deficiéncia em magnésio reduziu o crescimento vegetal (Graficos 2A, 2B,
3A e 3B), corroborando com trabalhos envolvendo outras espécies como pinus
(SUN; PAYN, 1999), beterraba (HERMANS et al., 2005; HERMANS;
VERBRUGGEN, 2005) e citrus (YANG et al., 2012). Interessantemente, o
crescimento de plantas de a cultivar Acaia ndo foi afetado pela deficiéncia em
Mg (Graficos 2A, 2B, 3A e 3B), dessa forma, nossos resultados mostraram que a

cultivar Catuai ¢ mais sensivel, quando comparada a cultivar Acaia.
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Considerando-se a producdo vegetal, o aparecimento de clorose foliar
somente em fases mais tardias da deficiéncia em Mg, como no caso deste
trabalho, em que a clorose se tornou levemente aparente ao 20° dia, constitui-se
um problema critico aos produtores, uma vez que a redugdo do crescimento das
raizes ocorre ja nas fases iniciais da deficiéncia (Graficos 2A, 2B, 3A ¢ 3B).
Diante da importancia de um bom sistema radicular para a produgdo vegetal,
atengdo especial deve ser dada ao estado nutricional das plantas em relacdo ao
Mg independentemente do desenvolvimento de qualquer sintoma visual de

deficiéncia (CAKMAK; YAZICI, 2010).
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Grafico 3 Efeitos da deficiéncia de Mg na altura de plantas (A) e no
comprimento da raiz (B) de mudas de cafeeiro cultivares Catuai e

Acaia

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle e deficiente); letras minusculas o efeito entre os tempos
dentro de cada tratamento em cada cultivar e letras minusculas seguidas por
apostrofe o efeito da deficiéncia em Mg em cada tempo de coleta dentro de cada
cultivar. Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de

probabilidade.
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Entre os fatores ambientais, a nutricdo mineral é o principal
determinante da alocagdo de biomassa no vegetal (LOPEZ-BUCIO; CRUZ-
RAMIREZ; HERRERA-ESTRELA, 2003; MARSCHNER et al., 1995), sendo o
status de Mg responsavel por um pronunciado impacto no transporte e utilizagao
de fotossintatos, alterando, marcadamente, o particionamento de carboidratos
entre orgaos fonte e dreno (CAKMAK; KIRBY, 2008).

Aos 10 dias de experimento, as mudas controle de Catuai tiveram um
aumento significativo na massa seca da parte aérea, enquanto que as mudas
deficientes permaneceram no mesmo patamar durante todo o experimento.
Apesar de apresentarem a mesma tendéncia com a evolugao do experimento, nas
trés ultimas avaliagOes, os valores de massa seca das mudas sob deficiéncia de
Mg apresentaram, em média, 26% menores, em comparacdo ao controle
(Grafico 4A).

Por outro lado, as mudas de Acaid mostraram, de maneira geral, um
acumulo progressivo na matéria seca da parte aérea até a penultima avaliagdo.
Na média dos valores, bem como na ultima avaliagdo, ndo foram encontradas
diferencas significativas para essa caracteristica entre mudas crescidas na
presenca e na auséncia de Mg. Dessa forma, o acimulo de massa seca da parte
aérea foi superior na cultivar Catuai, durante todo o periodo experimental do
tratamento controle e durante os primeiros 10 dias do tratamento deficiente em
Mg, situacdo essa que se inverteu a partir do 20° dia do tratamento deficiente
(Grafico 4A).

No que se refere ao acumulo de massa seca de raizes, ndo foram
observados, para ambas as cultivares, aumentos significativos desta
caracteristica, ao longo do experimento, a exemplo do que aconteceu com as
mudas controle aos dez dias. Entretanto, nas mudas de Catuai, deficientes em
Mg, os valores de massa seca das raizes foram inferiores, em média, 56% aos

das plantas onde o nivel desse elemento estava normal. Ja para as de Acaia, ndo
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foram detectadas diferengas significativas entre as mudas controle e deficientes
em Mg. Assim sendo, o acumulo de massa seca de raizes, a cultivar Acaia,
apresentou maiores valores no tempo zero sob condi¢ao controle e durante todo
o periodo experimental sob deficiéncia de magnésio, em relagdo a cultivar
Catuai (Grafico 4B).

A relacdo massa seca parte aérea/raiz na cultivar Catuai foi maior nas
plantas deficientes, quando comparadas as controle, especialmente ao final do
experimento, quando a relagdo foi 102% maior nas plantas deficientes, quando
comparadas as plantas controle. Para a Acaid, a unica diferenga estatistica foi
observada aos 20 dias de experimentacdo, nas demais, essas relagdoes foram
semelhantes (Figura 4C).

A deficiéncia em Mg ndo afetou, significativamente, o acimulo de
massa seca nas plantas da cultivar Acaid, enquanto que induziu a redug¢do no
acumulo de massa seca nas plantas da cultivar Catuai, pela compara¢do com o
tratamento controle (Graficos 4A e 4B). Esta redugdo teve maior efeito na raiz
(56%), quando comparada a parte aérea (26%), desencadeando um aumento
(102%) na relagdo de massa seca entre parte aérea e raiz (Grafico 4C).

O menor acimulo de massa seca em raizes de plantas deficientes em
Mg, constatado na cultivar Catuai (Graficos 4A, 4B ¢ 4C), também, foi descrito
em outras espécies tais como feijdo (CAKMAK; HENGELER; MARSCHNER,
1994b), espinafre (FISCHER et al., 1998), pimenta (RIGA; ANZA, 2003) ¢
amora (TEWARI; KUMAR; SHARMA, 2006). Entretanto, em contraste com o
encontrado, estudos com Arabidopsis thaliana (HERMANS; VERBRUGGEN,
2005) e beterrada (HERMANS et al., 2005) mostraram que a deficiéncia em Mg
ocasionou redugao da produ¢do de massa seca da parte aérea, quando comparada

com a raiz, levando ao decréscimo na relagdo de massa seca parte aérea/raiz.



32

A
6 Agd'
% 5 kb’ Ba Abi =
Z2 . -
B Bha B
4 A’
g 3 Bee' Hea'
to
& 2
=
ER
2 =
o =
= [} ==
3 o|1o|zo|3o o|10|2|)|30 olwlzolso
Deficiente em Mg Contmole De3ciente em Mg
Carual Acaid
B
6
2 3
.
4|
=
33
a3
;°
4 Aag' Asy Asg Abg AZE Am' AST . Aer' pgy And'

=

Deficiente em Mg

Catual

-
(=1

] avw At any
0 [

Abrea/Raix
-]

Relacfio Massa Seca Parte
=] [3¥] S (=)

Grafico 4 Efeitos da deficiéncia de Mg na massa seca da parte aérea (A) e da
raiz (B), e na relacdo de massa seca parte aérea/raiz (C) de mudas de
cafeeiro cultivares Catuai e Acaia

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta,
dentro de cada tratamento (controle e deficiente); letras mintsculas o
efeito entre os tempos dentro de cada tratamento em cada cultivar e letras
minusculas seguidas por apostrofe o efeito da deficiéncia em Mg em cada
tempo de coleta dentro de cada cultivar. Diferentes letras indicam
diferengas significativas com 0,05 de probabilidade.
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4.3 Clorofilas e carotenoides

Mudas de Catuai submetidas a 10 dias de deficiéncia de Mg
apresentaram decréscimos significativos nos teores de clorofila “a” cujos valores
permaneceram constantes até o final do experimento. Por outro lado, em plantas
de Acaid submetidas a deficiéncia em Mg, os teores desses pigmentos
permaneceram inalterados durante todo o periodo experimental. Nas
testemunhas observou-se uma manutengdo em sua concentragdo até os 20 dias e
na ultima avaliacdo, um aumento significativo. Ao final do experimento, os
valores desse pigmento foram menores 36% (Catuai) e 25% (Acaid) nas mudas
deficientes, quando comparadas as controle (Grafico 5A).

Em relag@o aos valores de clorofila “b”, tanto para as mudas de Catuai
controle quanto aquelas deficientes em Mg, a mesma tendéncia foi observada,
decréscimo na segunda avaliacdo, seguido de manuten¢do. Nas mudas de Acaia,
nao foi observada uma tUnica tendéncia, enquanto que em plantas do tratamento
controle houve aumento dos teores desse pigmento nas duas ultimas avaliagdes,
nas mudas sob deficiéncia de Mg, observou-se decréscimo seguido de aumento a
cada 10 dias. Ao final do experimento, os teores de clorofila “b” foram,
significativamente, menores 12% (Catuai) e 51% (Acaid) nas mudas deficientes
em Mg, quando comparadas as controle (Grafico 5B).

O papel do Mg como atomo central da molécula de clorofila é, talvez, a
funcao mais conhecida do Mg e sua deficiéncia tem como sintoma caracteristico
clorose foliar, tipicamente internerval que, neste trabalho, tornou-se levemente
aparente a partir do 20° dia apds a imposi¢ao do tratamento deficiente em Mg.
Resultados semelhantes foram encontrados por Hermans et al. (2005) em
beterraba, Cakmak e Marschner (1992) em feijao e Esfandiari, Shokrpour e
Alavi-Kia (2010) em trigo.



34

Com o inicio da deficiéncia em Mg, bem como encontrado por Hermans
et al. (2004), houve um declinio nas concentragdes de clorofila “b” que foi
seguido pelo declinio de clorofila “a” (Graficos SA e 5B). Essa redugdo nas
concentragdes das clorofilas em plantas deficientes em Mg tem sido atribuida ao
acumulo de agucares nas folhas (Graficos 7A, 7B, 7C e 7D), mais do que a
reducdo nos niveis de Mg (Grafico 1) (CAKMAK; HENGELER;
MARSCHNER, 1994b). Esses dois eventos observados em folhas podem estar
envolvidos na regulagdo negativa de genes envolvidos na fotossintese, como
aqueles que codificam as proteinas de ligacdo a clorofila “a” e “b” (HERMANS
et al., 2004).
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Grafico 5 Efeitos da deficiéncia de Mg nos conteudo foliares de clorofila “a”
(A) e “b” (B) de mudas de cafeeiro cultivares Catuai e Acaia

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle e deficiente); letras minasculas o efeito entre os tempos
dentro de cada tratamento em cada cultivar e letras minusculas seguidas por
apostrofe o efeito da deficiéncia em Mg em cada tempo de coleta dentro de cada
cultivar. Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de
probabilidade.
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Os teores de carotenoides nas mudas de Catuai decresceram com o
tempo de experimento, notadamente aos 10 e 20 dias na auséncia do Mg. Ja nas
mudas de Acaia, deficientes em Mg, esse decréscimo ocorreu prematuramente,
aos 10 dias e a partir dai, permaneceu constante. Ao final do periodo de
avaliacdo os teores de carotenoides foram menores 33% (Catuai) e 16% (Acaid)
nas mudas cultivadas na auséncia de Mg, em comparacdo as testemunhas
(Grafico 6A).

Enquanto que a relag@o carotenoides/clorofilas ndo variou nas mudas de
Catuali, cultivadas sob deficiéncia de Mg, durante todo o periodo experimental,
nas de Acaia, foram observados decréscimos a partir dos 10 dias da deficiéncia
desse nutriente. Dessa forma, ao final do experimento, para ambas as cultivares
essa relagdo foi maior (14%: Catuai e 27%: Acaid) nas mudas cultivadas na
auséncia de Mg, quando comparadas as testemunhas (Grafico 6B).

No que se diz respeito aos carotenoides, um significante aumento, 14%
(Catuai) e 27% (Acaid), na relagdo entre carotenoides e clorofilas em plantas
deficientes em Mg (Grafico 6B) pode ser uma resposta adaptativa ao aumento na
geracdo de EROs (Grafico 9A), uma vez que os carotenoides estdo envolvidos
na prote¢do das membranas fotossintéticas, por meio da remogdo efetiva das
EROs e do quenching ndo fotoquimico da clorofila excitada (PEREZ-GALVEZ;
MINGUEZ-MOSQUERA, 2002).
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Grafico 6 Efeitos da deficiéncia de Mg nos conteudo foliares de carotenoides
(A) e na relagdo carotenoides/clorofila (B) de mudas de cafeeiro
cultivares Catuai e Acaia

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle e deficiente); letras minusculas o efeito entre os tempos
dentro de cada tratamento em cada cultivar e letras minusculas seguidas por
apostrofe o efeito da deficiéncia em Mg em cada tempo de coleta dentro de cada

cultivar. Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de
probabilidade.
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4.4 Carboidratos

De maneira geral, os teores foliares de sacarose nas mudas de Catuai e
Acaid, deficientes em Mg, foram maiores 23% e 29%, respectivamente, quando
comparados aqueles verificados nas mudas onde os niveis desse nutriente
estavam normais. Ao contrario do que aconteceu com as mudas controle de
Catuai e Acaid, onde se observou uma queda nos teores desse carboidrato na
segunda avaliagdo, nas mudas deficientes de Catuai, essa queda ndo foi
observada em nenhuma amostragem. No caso da Acaid, houve um aumento
entre a primeira e segunda amostragem de folhas (Grafico 7A).

No que se refere aos teores de agtcares soluveis totais (AST), folhas de
Catuai e de Acaid, deficientes em Mg, passaram a acumular esse carboidrato,
relativamente ao controle, a partir dos 20 dias de imposicdo dos tratamentos.
Esse padrio de acumulo permitiu que mudas de cafeeiros deficientes,
apresentassem maiores teores (44%: Catuai e 33%: Acaid) de AST que as do
controle (Grafico 7B).

Em relacdo aos teores de aglicares redutores (AR), folhas de Catuai e de
Acaia, deficientes em Mg, passaram a acumular esse carboidrato, relativamente
ao controle, a partir dos 10 dias de imposigdo dos tratamentos. Esse padrdo de
acumulo permitiu que mudas de cafeeiros deficientes, apresentassem maiores
teores (16% Catuai e 89% Acaid) de AR que as do controle (Grafico 7C).

Quanto ao amido, persiste, ainda, a tendéncia observada para os outros
carboidratos de se acumular na parte aérea, quando as mudas foram cultivadas
na auséncia de Mg. Percebe-se, claramente, que tanto nas mudas de Catuai
quanto de Acaiad deficientes desse nutriente, a partir dos 10 dias do inicio do
experimento, o teor de amido passou a se diferenciar, estatisticamente, das
mudas controle. Nessas tltimas, os teores cairam com o tempo enquanto que nas

deficientes, ele aumentou, chegando ao final do periodo experimental 96%
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(Catuai) e 46% (Acaid) maiores em plantas deficientes quando comparadas as

testemunhas (Grafico 7D).
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Grafico 7 Efeitos da deficiéncia de Mg nos conteudo foliares de sacarose (A), agucares soluveis totais (B), aglicar
redutor (C) e amido (D) de mudas de cafeeiro cultivares Catuai e Acaia

Nota: Letras maitsculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de cada tratamento (controle e deficiente); letras
minusculas o efeito entre os tempos dentro de cada tratamento em cada cultivar e letras minusculas seguidas por apostrofe o
efeito da deficiéncia em Mg em cada tempo de coleta dentro de cada cultivar. Diferentes letras indicam diferencas
significativas com 0,05 de probabilidade.
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Nas raizes das mudas de Catuai deficientes em Mg, observou-se um
decréscimo, aproximadamente, linear nos teores de sacarose no decorrer do
experimento. Ja nas plantas do tratamento controle, o teor desse carboidrato
oscilou entre uma e outra amostragem permanecendo, no entanto, no mesmo
patamar entre a primeira e a Ultima avaliacdo. Por outro lado, nas mudas de
Acaia deficientes, os teores de sacarose, também, foram reduzidos com o tempo.
Os valores do conteudo de sacarose nas raizes de Acaia, a exemplo do que
ocorreu com Catuai, foram sempre maiores (60% Catuai e 42% Acaia) nas
mudas controle do que nas deficientes em Mg (Grafico 8A).

Em relag@o aos teores de AST (Grafico 8B) e AR (Grafico 8C), raizes
controle de Catuai e Acaia sofreram pequenas flutuagdes ao longo do tempo,
sem, no entanto, apresentar, de maneira geral, grandes variacdes entre as
amostragens inicial e final. J4 nas mudas deficientes, houve um decréscimo nos
teores desses carboidratos ao longo do tempo, levando a observagdo de que
plantas de ambas as cultivares, submetidas a deficiéncia de Mg, apresentaram
menores teores de AST (24% Catuai e 32% Acaid) e AR (59% Catuai ¢ 72%
Acaid) nas raizes, quando comparadas as plantas controle.

Quanto ao amido, persiste, ainda, a tendéncia observada para os outros
carboidratos de serem reduzidos nas raizes quando as mudas foram cultivadas na
auséncia de Mg. Esse padrao de redugdo permitiu que mudas de cafeeiros
deficientes apresentassem menores teores (51% Catuai e 35% Acaid) de amido

do que as do controle (Grafico 8D).
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Grafico 8 Efeitos da deficiéncia de Mg nos contetido radiculares de sacarose (A), aglicares soluveis totais (B), acgticar
redutor (C) e amido (D) de mudas de cafeeiro cultivares Catuai e Acaia

Nota: Letras maitsculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de cada tratamento (controle e deficiente); letras
mintsculas o efeito entre os tempos dentro de cada tratamento em cada cultivar e letras mintisculas seguidas por apostrofe o
efeito da deficiéncia em Mg em cada tempo de coleta dentro de cada cultivar. Diferentes letras indicam diferencas
significativas com 0,05 de probabilidade.
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Cakmak, Hengeler ¢ Marschner (1994b) observaram que existe uma
clara relacdo entre a razdo de massa seca parte aérea e raiz ¢ a relativa
distribuicdo de carboidratos entre elas. Nos resultados deste trabalho foram
mostrados que as concentragdes de carboidratos, dentre eles sacarose (Graficos
7A e 8A), agucares soluveis totais (Graficos 7B e 8B), acucares redutores
(Graficos 7C e 8C) e amido (Graficos 7D e 8D) aumentaram nas folhas,
enquanto que reduziram nas raizes de plantas deficientes em Mg. Isso significa
que houve uma redugdo na proporgdo de fotossintatos translocados das folhas
para as raizes de plantas deficientes em Mg, desencadeando um aumento na
relacdo de massa seca entre a parte aérea ¢ a raiz (Grafico 4C).

A alteragdo no particionamento de fotossintatos nao foi causada pela
utilizagdo preferencial do carbono fixado no crescimento da parte aérea em
detrimento do crescimento da raiz, mas em razdo do acimulo de uma grande
quantidade de carboidratos em folhas totalmente expandidas de plantas
deficientes em Mg (Graficos 7A, 7B, 7C e 7D). Tal fato, aliado a elevada
relacdo de massa seca entre parte aérea e raiz (Grafico 4C), sugere uma
diminui¢do na exportagdo de fotossintatos das folhas para as raizes (CAKMAK;
HENGELER; MARSCHNER, 1994a).

O actimulo de amido em folhas de plantas deficientes em Mg (Grafico
7D) ¢, presumidamente, um efeito direto da reducao de exportagdo de sacarose,
levando ao acumulo de sacarose (Grafico 7A) e facilitando o fluxo de carbono
recém fixado em amido, exercendo um papel inibitorio sobre as enzimas de
sintese de sacarose (CAKMAK; HENGELER; MARSCHNER, 1994a, 1994b).

A redugdo na fotossintese de folhas deficientes em Mg pode ser uma
possivel explicacdo para a deficiéncia da exportagdo de sacarose via floema. No
entanto, esta possibilidade parece improvavel, uma vez que a atividade
fotossintética diminui somente em fases posteriores da deficiéncia em Mg

(CAKMAK; KIRBY, 2008).



44

Peaslee e Moss (1966) relataram que uma diminuicdo na fotossintese
nao ¢ um indicador sensivel da deficiéncia de Mg. Dessa forma, a explicagdo
mais provavel da redugdo na exportacdo de sacarose via floema, induzida pela
deficiéncia em Mg, pode estar relacionada a um efeito direto do Mg sobre o
processo de carregamento de sacarose via floema (CAKMAK; KIRBY, 2008).

A sensibilidade do carregamento de sacarose via floema a baixas
concentragoes de Mg foi confirmada pela rapida restauracdo na exportagdo de
sacarose apoOs o ressuprimento deste elemento a plantas deficientes. Verificou-
se, ainda, que o aumento na exportacdo de sacarose ndo estava relacionado com
a fotossintese, uma vez que foi detectado em condigdes de presenca e auséncia
de luz (CAKMAK; HENGELER; MARSCHNER, 1994a).

O carregamento de sacarose, via floema, ¢ um processo ativo catalisado
pelo co-transporte de H' e sacarose, que envolve um gradiente de prétons, por
meio da membrana plasmatica das células do floema. O gradiente de prétons
necessario para o co-transporte de H' e sacarose ¢ estabelecido por uma H'-
ATPase, localizada na membrana plasmatica das células de tubo crivado
(BOUCHE-PILLON etal., 1994; WARD et al., 1998). O bom funcionamento da
H'-ATPase (BUSH, 1989; GETZ; KLEIN, 1995) esta relacionado ao Mg-ATP,
que ¢ o principal complexo de ATP em sistemas biologicos IGAMBERDIEV;
KLECZKOWSKI, 2003) Logo, ¢ mais provavel que uma queda na concentragao
de Mg-ATP nos locais de carregamento de floema seja a principal razdo da
inibicdo do transporte de sacarose das folhas deficientes em Mg (CAKMAK;
KIRBY, 2008).
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4.5 Metabolismo antioxidante

Mudas de Catuai e Acaid apresentaram aumento nos teores foliares de
peroxido de hidrogénio (H,0,), ao longo do periodo experimental, quando
cultivadas sob deficiéncia do elemento Mg e manutengdo dos valores quando
cultivadas na presenca. Esses valores sdo superiores em mudas da cultivar
Catuai, quando comparados a Acaid. Dessa forma, ao final do periodo
experimental, foi observado um aumento nos teores de H,O, (23%: Catuai e
33%: Acaiad) em mudas cultivadas na auséncia de Mg, quando comparadas as
controle (Grafico 9A).

Os teores de ascorbato, uma molécula antioxidante, acompanharam a
tendéncia dos teores de peroxido de hidrogénio (Grafico 9A), ou seja,
aumentaram em resposta a uma maior produc¢do de H,O, em plantas cultivadas
na auséncia do elemento Mg. Assim sendo, ao final do periodo experimental, foi
observado um aumento significativo nos teores de ascorbato (201%: Catuai e
144%: Acaid) em mudas cultivadas na auséncia de Mg, quando comparadas as
controle (Grafico 9B).

E dessa forma, os teores de malondialdeido (MDA), também,
acompanharam esse padrio observado nos teores de H,O, (Grafico 9A) e
ascorbato (Grafico 9B), ou seja, aumento ao longo do tempo em plantas
cultivadas na auséncia de Mg e manutencao em plantas cultivadas na presenca.
Foram encontrados valores superiores em mudas de a cultivar Catuai, quando
comparados a Acaid. Ao final do periodo experimental, foi observado um
aumento relevante nos teores de MDA (72%: Catuai e 73%: Acaid) em mudas
cultivadas na auséncia de Mg, quando comparadas as controle (Grafico 9B).
Essa elevacdo nos teores de MDA, um produto secundario do processo de
peroxidacdo lipidica, é um resultado da remocdo ineficiente do H,O, pelo

metabolismo antioxidante em condigdes de deficiéncia de Mg (Gréafico 9C).
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Grafico 9 Efeitos da deficiéncia de Mg nos conteudos foliares de peréxido de
hidrogénio (A), ascorbato (B) e malondialdeido (C) de mudas de
cafeeiro cultivares Catuai e Acaia

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle e deficiente); letras minusculas o efeito entre os tempos
dentro de cada tratamento em cada cultivar e letras minusculas seguidas por
apostrofe o efeito da deficiéncia em Mg em cada tempo de coleta dentro de cada
cultivar. Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de
probabilidade.



47

A atividade da enzima dismutase do superdxido (SOD) (Grafico 10A),
em folhas de ambas as cultivares, independentemente do tratamento, diminuiu
nos primeiros 10 dias, aumentando em seguida ao longo do experimento.
Entretanto, observa-se que os aumentos foram maiores (10%: Catuai e 3%:
Acaid) nas mudas deficientes em Mg, quando comparadas as controle, sendo
observados maiores valores em mudas de a cultivar Catuai em detrimento da
Acaia.

Quanto as enzimas catalase (CAT) (Grafico 10B) e peroxidase do
ascorbato (APX) (Grafico 10C), observa-se, claramente, que em mudas de
Catuai e Acaia cultivadas na auséncia de Mg, houve um aumento nas suas
atividades nos primeiros dez dias de tratamento, permanecendo elevadas até o
final do experimento. Desse modo, sob deficiéncia desse nutriente, a atividade
das enzimas CAT e APX foram, significativamente, maiores (CAT — 69%:
Catuai e 22%: Acaia; APX — 86%: Catual e 148%: Acaid) do que aquelas

observadas nas mudas controle.
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Grafico 10Efeitos da deficiéncia de Mg na atividade das enzimas dismutase do
superoxido (A), catalase (B) e peroxidase do ascorbato (C) de mudas
de cafeeiro cultivares Catuai e Acaid

Nota: Letras maiusculas comparam as cultivares em cada tempo de coleta, dentro de
cada tratamento (controle e deficiente); letras minusculas o efeito entre os tempos
dentro de cada tratamento em cada cultivar e letras minusculas seguidas por
apostrofe o efeito da deficiéncia em Mg em cada tempo de coleta dentro de cada
cultivar. Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de
probabilidade.
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O aumento nas concentragdes de peroxido de hidrogénio (H,O,) em
folhas de plantas deficientes em Mg (Grafico 9A) foi acompanhado pelo
aumento na concentragdo de ascorbato (Grafico 9B) e na atividade das enzimas
SOD, CAT e APX (Graficos 10A, 10B e 10C). Resultados semelhantes foram
encontrados por Cakmak (1994) e Cakmak e Marschner (1992) em feijao, por
Tewari, Kumar ¢ Sharma (2006) em amora e¢ por Candan e Tarhan (2003) em
menta, em que houve ativacdo dos sistemas antioxidantes enzimatico e nao-
enzimatico em resposta a maior producdo de EROs desencadeada pela
deficiéncia em Mg.

Nas plantas de café estudadas, a maior atividade do sistema antioxidante
nas folhas deficientes em Mg (Graficos 9B, 10A, 10B e 10C) ocorreu antes de
haver uma distinta reducdo nas concentracdes de clorofilas (Graficos SA e 5B) e
carotenoides (Graficos 6A e 6B). Os elevados niveis de componentes do
metabolismo antioxidante (Graficos 9B, 10A, 10B e 10C), constituem uma
resposta fisiologica inicial das plantas a deficiéncia em Mg (CAKMAK;
MARSCHNER, 1992). Esta atuagdo precoce do sistema antioxidante, durante a
deficiéncia de Mg, retarda os danos fotooxidativos causados pelas EROs e a
inativagdo de enzimas fotossintéticas, fazendo com que a atividade fotossintética
seja reduzida somente nas fases mais tardias do quadro de deficiéncia (KAISER,
1976).

A ativacdo do metabolismo antioxidante, em func¢do da deficiéncia em
Mg, € mais provavel de ocorrer nos cloroplastos, onde ha a fotoprodugédo de Oy
e H,0,, como um resultado do restrito consumo de potencial redutor na fixagdo
de CO,. E, também, nessas organelas que a SOD (JACKSON, 1978) e as
enzimas do ciclo de remog¢do do H,O, (NAKANO; ASADA, 1981) estdo
predominantemente localizadas. No entanto, a atividade do metabolismo

antioxidante ndo estd limitada ao cloroplasto, ela, também, é importante para a
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remo¢do de EROs em outros compartimentos celulares (CAKMAK,
MARSCHNER, 1992).

A deficiéncia em Mg gera elevada formagao de EROS, podendo levar a
um desequilibrio entre a produgdo de EROS e a remoc¢do das mesmas pela
atuacgdo do sistema antioxidante, constituindo estresse oxidativo. Desta maneira,
quando a produgdo de EROS esta muito elevada em plantas deficientes em Mg,
o aumento na concentragdo de moléculas antioxidantes e na atividade das
enzimas do metabolismo antioxidante pode ndo oferecer protecdo suficiente
contra estas espécies. Nestes casos, estas espécies altamente reativas comegam a
atuar sobre as membranas celulares resultando em um aumento na peroxidagao
lipidica (CANDAN; TARHAN, 2003), conforme demonstrado pelos resultados
em ambas as cultivares estudadas, pelo aumento de MDA, produto secundario

desse dano oxidativo (Grafico 9C).
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5 CONCLUSOES

A deficiéncia em Mg foi responsavel por desencadear um acumulo de
carboidratos em folhas e uma redugdo nos seus conteudos em raizes,
desencadeando um aumento na relacdo de massa seca parte aérea e raiz.

Esse actimulo de carboidratos nas folhas, desencadeou uma maior
producdo de EROs, bem como uma ativagdo do metabolismo antioxidante em
mudas de cafeeiro de ambas as cultivares.

No entanto, a cultivar Catuai apresentou uma atividade menos eficiente
do metabolismo antioxidante na remocdo das EROs, uma vez que apresentou
maiores teores de MDA, um produto secundario do estresse oxidativo.

Assim sendo, a cultivar Catuai ¢ mais sensivel a deficiéncia em Mg,
uma vez que apresentou uma atividade ineficiente do metabolismo antioxidante
na remog¢ao das EROs, bem como uma redugdo no crescimento quando crescidas

na auséncia de Mg.
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