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Avaliou-se, neste trabalho, o efeito da aplicagdo de Zn via foliar na sintese de triptofano, aminoacidos totais ¢ proteinas
soluveis totais em mudas de cafeeiro (Coffea arabica L.). Cultivaram-se as mudas em solugdo nutritiva sem Zn durante
quatro meses e ap0s esse periodo, pulverizaram-se as plantas com ZnSO,.7H,0 a 0,6 %, definindo-se os tratamentos
segundo a posi¢ao de aplicagdo (basal: 6 pares de folhas inferiores, ou apical: 6 pares de folhas superiores, além dos ramos
plagiotropicos). As plantas foram coletadas nos tempos: 0 (testemunha), 12, 24, 48 ou 72 h apds aplicacdo de Zn, separan-
do-se as folhas da regido apical, basal e dos ramos plagiotrdpicos. Determinaram-se as concentracgdes foliares de triptofano,
aminoacidos totais e proteinas soltveis totais. Pelos resultados, observou-se redugdo na concentragdo de triptofano ¢ au-
mento na concentragdo de aminoacidos totais e proteinas soluveis totais apos a pulverizagdo com Zn.

Palavras-chave: Coffea arabica, metabolismo, proteina, triptofano.

Effect of zinc application on tryptophan synthesis, total amino acids and total soluble proteins of leaves of coffee
seedlings: An experiment was conducted aiming to evaluate the effect of the application of Zn on tryptophan synthesis,
total amino acids and total soluble proteins of leaves of coffee seedlings (Coffea arabica L.). The seedlings were grown in
nutrient solution without Zn for a four-month period. After that time treatments were applied. The plants were sprayed with
0.6 % ZnS0O,.7H,0 in three different regions (basal: 6 pairs of lower leaves; apical: 6 pairs of upper leaves; and plagiotro-
pic branches). The plants were harvested at times: 0 (control), 12, 24, 48 or 72 h after application of Zn. The leaves were
then separated into lots taken from the basal as well as from the plagiotropic branches. These were analysed for tryp-
tophan, concentration, total amino acids and total soluble proteins. From the results obtained a reduction in the tryptophan
concentration was observed following Zn application together with an increase in the concentration of total amino acids
and total soluble proteins

Key words: Coffea arabica, metabolism, protein, triptophan.

INTRODUCAO tas. O modo de acdo do Zn no metabolismo das auxinas

Todas as deficiéncias nutricionais interferem no cres-
cimento e desenvolvimento das plantas, mas a de zinco (Zn)
¢ tdo acentuada que termos como “folha pequena” e “for-
macgao de roseta” tém constantemente sido aplicados a essa
condicao (Epstein, 1975). Grande parte dos sintomas de
deficiéncia de Zn estd associada a disturbios no metabolis-
mo das auxinas, principalmente do acido indolilacético
(AIA), fitormdnio responsavel pelo crescimento das plan-

ainda ndo esta bem esclarecido (Epstein, 1975; Faquin,
1994; Marschner, 1995), e admite-se, entretanto, que o Zn
seja necessario para a sintese do triptofano (Trp),
aminoacido precursor do AIA (Valio, 1979; Mengel ¢
Kirkby, 1987). Quando o Trp ¢ fornecido ao apice de
coleoptilos, rapidamente é metabolizado em AIA. Algumas
plantas deficientes em Zn apresentam concentragdes mui-
to baixas de AIA, podendo ter seu crescimento normalmente
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reativado pela aplicagdo de Trp ou AIA (Valio, 1979). Ja
em 1948, em um estudo com tomateiro, verificou-se que
em plantas com deficiéncia de Zn havia reducdo na
alongacdo, baixa atividade da auxina e baixo contetdo de
Trp (Tsui, 1948). Salami ¢ Kenefick (1970), trabalhando
com milho em solucdo nutritiva, observaram que os sinto-
mas de deficiéncia de Zn podem ser eliminados se for adi-
cionado Zn ou Trp a solugdo nutritiva, o que ¢ uma evidén-
cia indireta da necessidade do Zn para manter teores ade-
quados de Trp.

Outros autores afirmam que, em plantas deficientes
em Zn, ha um acimulo de Trp. Em estudos com cafeeiros
deficientes em Zn, Ramaiah et al. (1964) observaram um
acumulo da maioria dos aminoacidos identificados. Segun-
do esses autores, os resultados sugerem que um actumulo
de alguns aminoacidos em concentragdes téxicas, no caso
de deficiéncia antes da aparigdo de sintomas visuais na plan-
ta, poderia explicar as anormalidades foliares que surgem
nas brotagdes subseqiientes. Sugerem, também, que a maior
concentracdo de Trp em folhas deficientes em Zn, ¢ sua
menor concentragdo em folhas normais, pode ser explicada
como um possivel distirbio causado no sistema catalitico
na “conversao” do Trp para AIA nas plantas deficientes.
Takaki e Kushizaki (1970), Mohideen et al. (1994) e Do-
mingo et al. (1992) também encontraram altos teores de
Trp em plantas deficientes em Zn.

Em tais plantas ha desestruturacdo dos ribossomos
citoplasmaticos (Prask e Plocke, 1971), a qual promove
reducdo do contetdo ribossomal e, consequentemente, da
sintese protéica (Kitagishi et al., 1987; Obata e Umebayashi,
1988; Marschner, 1995), levando ao actimulo de
aminoacidos livres (Kitagishi ¢ Obata, 1986; Marschner,
1995). O Zn esta estreitamente envolvido no metabolismo
de nitrogénio nas plantas e, consequentemente, na sintese
proteica (Tsui, 1948; Malavolta, 1980; Mengel e Kirby,
1987; Faquin, 1994). Ramaiah et al. (1964) observaram que
os teores de proteinas formadas em folhas de cafeeiros com
deficiéncia em Zn foram menores que em folhas normais.

O Zn controla a atividade da enzima RNAse que
hidrolisa 0o RNA, causando a diminui¢ao da sintese protéica,
atuando na multiplicag@o celular, proporcionando menor
nimero e tamanho de células e reduzindo o comprimento
de internodios (Malavolta, 1986). Ha clara correlacdo in-
versa entre o fornecimento de Zn e a atividade da RNAse e
também entre a atividade da RNAse e o conteudo de
proteinas e o crescimento da planta (Marschner, 1995).
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Apesar das muitas pesquisas realizadas, ainda exis-
tem informacdes conflitantes em relacdo ao metabolismo
do Zn, existindo controvérsias se a deficiéncia deste nutri-
ente pode afetar direta e indiretamente o metabolismo do
cafeeiro. Segundo varios autores, o Zn ¢ responsavel dire-
to pela sintese do Trp, um precursor do AIA, e indireto pela
sintese de proteinas. Com base nas observagoes e
questionamentos citados, este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito da aplicagdo de Zn via foliar na sintese de
Trp, aminoacidos totais e proteinas soluveis totais em mu-
das de cafeeiro.

MATERIAL E METODOS

Desenvolveu-se o experimento em casa de vegeta-
¢do do Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade
Federal de Lavras, de julho a novembro de 1999. Utilizou-
se um delineamento inteiramente casualizado, com os tra-
tamentos distribuidos em fatorial 4 x 2, sendo o primeiro
fator quatro tempos de coleta apds a aplicacdo de Zn (12,
24,48 ¢ 72 h), e o segundo fator, duas posi¢des de aplica-
¢do (apice ou base) na planta, além da testemunha (tempo
de coleta 0, porém sem aplica¢do de Zn). Empregaram-se
quatro repeti¢des, sendo cada parcela constituida por um
vaso com capacidade de 3 dm?, contendo duas plantas de
cafeeiro.

As mudas de cafeeiro (Coffea arabica L.) utilizadas
foram do cv. Acaia do Cerrado MG 1474, com seis meses
de idade no inicio do experimento. Antes de transplanta-
las para os vasos, foram levadas a uma casa de vegetagdo
para aclimatarem-se. Apos duas semanas, foram retiradas
dos sacos plasticos, selecionadas e apos as raizes terem sido
lavadas com agua para eliminar os residuos do substrato,
foram transplantadas, mantendo-se duas plantas por vaso.

O experimento foi conduzido em solugdo nutritiva
segundo Hoagland e Arnon (1950). O pH da solugdo nutri-
tiva, trocada semanalmente, foi ajustado em 5,5 = 0,5. A
aeragdo foi mantida constante, assim como o volume de
solucdo, por meio de adicdo de agua deionizada. As mu-
das, inicialmente, foram tratadas com solugao nutritiva di-
luida sem Zn, durante 30 dias. Nos primeiros 15 dias, a
solucdo estava diluida na propor¢do 1/4 e, nos proximos
15 dias, foi elevada para a dilui¢do 1/1. Depois deste periodo,
foi fornecida a solugdo nutritiva sem dilui¢do e sem Zn.

Quatro meses apods o inicio do cultivo, aplicaram-se
os tratamentos. As plantas foram pulverizadas com solu-
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¢30 0,6 % ZnSO,.7H,0O, contendo espalhante adesivo Agril
a 0,03 %. Cada planta recebeu 15 mL dessa solugdo, pul-
verizada nas superficies adaxial e abaxial das folhas, se-
gundo a posi¢do de aplicagdo (basal: 6 pares de folhas in-
feriores ou apical: 6 pares de folhas superiores, além dos
ramos plagiotropicos), conforme figura 1. As plantas fo-
ram coletadas nos tempos: 0 (testemunha), 12, 24, 48 ou
72 h apos a pulverizagdo com Zn. As folhas foram dividi-
das naquelas da regido apical, basal e dos ramos
plagiotropicos. Todas as folhas foram lavadas em agua cor-
rente e posteriormente em agua deionizada. Essas amos-
tras foram congeladas em N, liquido € mantidas a —80 °C
até a sua utilizacdo.

Para as analises da concentracdo de proteinas solu-
veis totais, obtiveram-se extratos mediante a maceragao em
almofariz sob baixa temperatura (4 °C) de 1 g de limbo
foliar em 5 mL do meio de extragdo (tampdo 0,1 M Tris
HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,.6H,0, 1 mM
PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil). Apds a maceragao,
o material foi centrifugado a 10.000 rpm durante 30 min, a
4 °C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi reservado a
— 20 °C, para posterior determinacao das proteinas solu-
veis e aminoacidos.

Figura 1. Representacdo esquematica da divisdo das mu-
das de cafeeiro na pulverizacao e coleta: FA = folhas da
regido apical; FB = folhas da regido basal; FP = folhas
dos ramos plagiotrépicos.

Quantificou-se a concentragdo de proteinas soliveis
pelo método de Bradford (1976). A curva padrio foi obtida
com soroalbumina bovina (BSA). A concentragdo de
aminoacidos totais foi dosada de acordo com o método de
Yemm ¢ Coccking (1955), utilizando-se glicina na curva
padrio.

A concentragdo de Trp foi determinada segundo
método do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo
(CNPMS-EMBRAPA), adaptada de Hernandez ¢ Bates
(1969) e Ortega e Bates (1983). O extrato foi obtido medi-
ante a maceragdo em almofariz sob baixa temperatura (4
°C) de 1 g de limbo foliar em 4,0 mL de acetato de sédio
0,1 M pH 7,0, contendo papaina (4 mg.mL""). Em seguida,
esse extrato foi transferido para tubos de hidrélise com tam-
pa ¢ homogencizado em agitador orbital de tubos. Esse
material foi incubado a 63 °C £ 2 °C por 16 h, sendo agita-
do quatro vezes a cada 30 min. Apds resfriamento a tempe-
ratura ambiente e centrifugado a 2.500 rpm por 5 min, trans-
feriu-se 1 mL do hidrolisado para tubo de ensaio e adicio-
naram-se 4 mL do reagente de Salkowski. Agitou-se
vigorosamente em agitador orbital de tubos, e incubou-se
a63°C £ 2 °C por 15 min. Resfriou-se a temperatura ambi-
ente e fez-se a leitura em espectrofotdometro a 560 nm. O
calculo da concentragao de Trp foi obtido mediante a equa-
cdo: Trp =[50 x (Abs.) - 0,018]/ % proteina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorreu redugdo nas concentragdes médias de Trp
até 72 h apos a pulverizagdo, em relagdo aos tempos de
coleta anteriores, independentemente da posicdo de apli-
cagdo (figura 2A) e da posicao de coleta (figura 2B ¢ tabe-
la 1). Também Mohideen et al. (1994), em pesquisas reali-
zadas com milho, tomate e arroz, em solu¢ao nutritiva na
auséncia e na presenca de Zn, observaram pequenas quan-
tidades de Trp em plantas cultivadas na presenca de Zn;
entretanto, a concentracao deste aminoacido foi muito pe-
quena quando comparada a concentragdo daquelas plantas
crescidas em solucdo nutritiva sem Zn. Do mesmo modo,
Salami e Kenefick (1970) e Domingo et al. (1992) encon-
traram em milho e rabanete, cultivados em hidroponica,
altas concentragdes de Trp em plantas deficientes em Zn.
Esses autores concluiram que o Zn ¢ requerido no metabo-
lismo do Trp a auxina via triptamina, amina biogénica, for-
mada a partir da descarboxilagdo do Trp. Entretanto, esses
resultados ndo estdo de acordo com Tsui (1948), que afir-
ma ser o Zn essencial para a sintese do Trp. Em um cultivo
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de tomateiro, esse autor observou em plantas que apresen-
tavam deficiéncia deste nutriente, redug@o na alongagdo de
ramos, uma baixa atividade de AIA e um baixo conteudo
de Trp, contrariando os resultados aqui apresentados.

@  Apical y = 5,3829 + 0,0306 x - 0,0007 ¥, R® = 0,89*
O Basal y=7,0497 +0,0583 x - 0,0013 ¥, R* = 0,96*

(o]

Concentragdes de triptofano (g.kg -'matéria seca)
(-]
[ ]

3 T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72

Tempo de coleta apos pulverizagdo (horas)

e (FA)Y=509503+0,1106 X - 0,0018 X? R? = 0,897*
o (FB)Y = 6,7495 + 0,0262 X - 0,0007 X? R? = 0,937*
g ¥ (FP)Y=59919 - 0,0076 X - 0,0005 X? R? = 0,977*

Concentragdes de triptofano (g.kg -'matéria seca)
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12 24 48 72

Tempo de coleta apds pulverizagao (horas)

Figura 2. Concentragdes médias de Trp nas posigdes de
aplicacdo (A), basal ou apical, e nas posigdes de coleta
(B), em fun¢do dos tempos de absorcao foliar de Zn por
mudas de cafeeiro. Folhas apicais = FA, Folhas basais =
FB, Folhas dos ramos plagiotropicos =FP. * indica
significancia a 5 % pelo teste F.
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Tabela 1. Concentra¢des médias de Trp (g.kg™' de matéria
seca) em mudas de cafeeiro, em fungdo dos tempos de
absorcdo foliar de Zn, nas diferentes posi¢des de coleta.

Tempo Posigdes de coleta

(horas) FA® FP FB
12 7,33a 5,97b 7,14a
24 7,00a 5,26b 6,61a
48 7,54a 4,66¢ 6,53b
72 4,45a 2,82b 4,72a

*FA — Folhas apicais, FP — Folhas dos ramos plagiotropicos, FB — Folhas
basais. Médias de 4 repeti¢des. Médias seguidas pela mesma letra na
linha ndo diferem entre si.

De modo geral, as maiores concentragdes de
aminoacidos foram observadas nas folhas da regido supe-
rior das mudas de cafeeiro, independentemente da posigao
de pulverizagdo do Zn (figura 3 e tabela 2). Esse compor-
tamento pode ser explicado pelo fato das folhas superiores
serem mais novas, e, por isso, metabolicamente mais ati-
vas que as basais, contribuindo, assim, para maior concen-
tragdo de aminoacidos nesses 0rgdos.

O actimulo de aminoacidos livres em plantas defici-
entes em Zn foi verificado por Kitagishi e Obata (1986) e
Marschner (1995). Ramaiah et al. (1964) também observa-
ram acimulo na maioria dos aminodacidos identificados em
cafeeiros deficientes em Zn. Esse comportamento nao foi
observado neste experimento. O que se pode perceber foi
que, de maneira geral, houve aumento na concentragao de
aminoacidos 12 h apos a pulverizagdo de Zn em relagdo a
testemunha e uma queda nessa concentragdo no tempo de
coleta 24 h, e, apos esse intervalo de tempo, houve nova-
mente aumento na concentragdo de aminoacidos (tabela 2).

Observando-se as concentragdes médias de protei-
nas nas posigdes de aplicag@o basal ou apical (figura 4A) e
nas diferentes posi¢des de coleta (figura 4B), em fungdo
dos tempos de coleta, nota-se que ha um aumento nas con-
centragdes de tais substancias até 72 h apds a aplicagdo do
Zn, ocasido em que sdo observadas as maiores concentra-
¢oes de proteinas, independentemente da posig¢ao de apli-
cagdo e posicdo coletada. Prask e Plocke (1971) argumen-
tam que em plantas deficientes em Zn ha uma redugdo do
conteudo ribossomal, com consequente redugdo da sintese
protéica, gerando acimulo de aminoacidos livres. Malavolta
(1980) e Mengel e Kirkby (1987) afirmam que o Zn esta
estreitamente envolvido no metabolismo nitrogenado e,
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Figura 3. Concentragdes médias de aminodcidos na posi- Figura 4. Concentragbes médias de proteinas nas posi¢des

de aplicacdo (A), apice ou base, e nas posi¢des de coleta
(B), em funcdo dos tempos de absorcdo foliar de Zn por
mudas de cafeeiro. Folhas apicais = FA, Folhas basais =
ap6s a pulverizagdo com Zn em mudas de cafeeiro. * FB, Folhas dos ramos plagiotropicos =FP. * indica
indica significancia a 5 % pelo teste F. significancia a 5 % pelo teste F.

¢do de coleta folhas apicais (FA), nas posi¢des de apli-
cagdo apical ou basal, em fungdo dos tempos de coletas

Tabela 2. Concentragdes médias de aminoacidos (moles.g ' de matéria seca) em mudas de cafeeiro, em fungdo dos tempos de
absor¢ao foliar de Zn, nas diferentes posi¢des de coleta, quando o Zn foi aplicado na posicao basal ou apical.

Tempos Apical Basal
(horas)
FA® FP FB FA FP FB

0 129,63 139,05 102,72 129,63 139,05 102,72
12 151,26b 173,02a 136,91b 145,390 174,83a 153,8b
24 123,77a 132,02a 98,08b 121,15b 154,27a 79,91c
48 148,46b 188,75a 111,85¢ 140,43b 160,19a 121,8b
72 177,93a 158,21a 106,36b 174,81a 172,25a 96,84b

2FA — Folhas apicais, FP — Folhas dos ramos plagiotropicos, FB — Folhas basais. Médias de 4 repeti¢cdes. Médias seguidas pela mesma letra na linha nao
diferem entre si.
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consequentemente, na sintese protéica. Além dos autores
citados que corroboram a reduc¢do da sintese protéica em
plantas deficientes em Zn, Ramaiah et al. (1964) reforgcam
essas consideragdes ao observar que os teores de proteina
formados em folhas de cafeeiros com deficiéncia em Zn
foram menores que em folhas que receberam fornecimento
adequado do nutriente. No presente trabalho, observou-se
que as concentragdes de proteinas em mudas de cafeeiro
que nao foram pulverizadas com Zn foram menores que
nas que receberam pulverizagdo, sendo nitidas essas dife-
rengas 72 h apos as pulverizagdes, principalmente nas fo-
lhas da regido superior da planta (tabela 3). Essa tendéncia
de maior concentracdo de proteinas na regido apical pode
ser explicada por serem as folhas dessa regido mais novas
e, portanto, metabolicamente mais ativas que as basais.
Longnecker ¢ Robson (1993) relatam que tecidos jovens
tendem a acumular, preferencialmente, mais Zn que os
maduros, pois representam regides metabolicamente mais
ativas, com grande demanda por nutrientes. Como o Zn ¢
necessario para a sintese protéica, era de esperar que a re-
gido apical apresentasse maior concentragdo de proteinas.

Segundo Malavolta (1986), o Zn esta envolvido no
metabolismo das proteinas controlando a atividade da
enzima RNAse que hidrolisa 0 RNA, causando diminui¢ao
na sintese protéica, atuando na multiplicacao celular, pro-
porcionando menor nimero e tamanho de células, reduzin-
do o comprimento de internodios. Marschner (1995) cita
que ha correlagdo inversa entre o fornecimento de Zn e a
atividade da RNAse e também entre a atividade da RNAse
e o conteudo de proteinas e o crescimento da planta, corro-
borando os resultados do presente trabalho.

Tabela 3. Concentragdes médias de proteinas (g.kg™' de matéria
seca) em mudas de cafeeiro, em fun¢do dos tempos de
absorc¢ao foliar de Zn, nas diferentes posi¢des de coleta.

Tempo Posicdes de coleta

(horas) FA FP FB
0 13,50 11,86 13,90

12 14,73a 16,17a 16,24a

24 13,46a 14,93a 12,29a

48 17,90a 15,36b 13,63b

72 21,75a 18,58b 14,52¢

2 FA — Folhas apicais, FP — Folhas dos ramos plagiotropicos, FB — Folhas
basais. Médias de 4 repeti¢des. Médias seguidas pela mesma letra na linha
nao diferem entre si.
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