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RESUMO

DEUNER, Sidnei. Sistema antioxidante em mudas de cafeeiro sob condicGes
de déficit hidrico. 2007. 65 p. Tese (Doutorado em Fisiologia Vegetal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

O presente estudo teve por objetivo avaliar a capacidade antioxidante em
mudas de cafeeiro sob diferentes regimes hidricos e o efeito da aplicacdo exogena de
acido ascorbico (Asc) e H,O, na atividade de enzimas antioxidantes ¢ na abertura e
fechamento estomatico. Mudas de Coffea arabica, cv. Catuai IAC 99, com 8 meses
de idade, foram submetidas a capacidade de campo (CC), suspensdo gradativa (SG)
e suspensao total (ST) da irrigagdo por um periodo de 21 dias. Em CC, a cada trés
dias, os vasos eram pesados e a dgua perdida reposta. Para o regime SG, a 4gua
perdida era resposta em 80%, 60%, 40%, 20% e 0%, a cada trés dias. J& para ST, a
agua foi suspensa a partir do primeiro dia. Foram realizadas avalia¢des do ‘P, foliar
na antemanha (6h). As determinacdes enzimaticas, de peroxidacdo lipidica e dos
teores de acido ascorbico e dehidroascorbato foram realizadas em folhas coletadas
as 17 horas, a cada trés dias. Em casa de vegetagdo, mudas submetidas as mesmas
condi¢des descritas, apds 12 dias do inicio do experimento, foram pulverizadas com
Asc (20 mM) e H,0, (1 mM). A mesma pulverizagdo foi realizada em plantas
mantidas em sala de crescimento, em condi¢do de capacidade de campo. Apos as
pulverizagdes, foram avaliadas a resisténcia estomatica, a transpiracao e a atividade
enzimatica. Nas plantas em CC, o WV, foi constante durante o periodo de avaliagao.
Para a SG, houve queda expressiva a partir dos 12 dias, chegando proximo a -2,5
Mpa, ao final do experimento. J& em ST observou-se queda no ¥y, a partir do sexto
dia de avaliac¢do, chegando a -2,5 MPa aos 15 dias, periodo em que foi observado
um aumento na peroxidacdo lipidica em relagdo as plantas em CC. Essa queda no
Y, para as plantas em SG e ST refletiu em aumentos na resisténcia estomatica e
diminuicdo da transpiragdo. A atividade das enzimas antioxidantes, bem como os
teores de Asc e DHA, também respondeu de acordo com o ¥, sendo observados
aumentos nesses antioxidantes nos periodos de menor W¥,. A pulverizagdo das
plantas com H,O, promoveu aumentos na resisténcia estomatica e¢ queda na
transpiracdo em relagdo as plantas controle. Ja a aplicagdo do Asc agiu de forma
contraria. O efeito do H,O; foi revertido pela aplicagdo do Asc. As pulverizagdes
das plantas com H;O, e Asc também alteraram a atividade das enzimas
antioxidantes em relagdo as plantas controle.

Palavras-chave: Coffea arabica, estresse oxidativo, acido ascorbico, perdxido de
hidrogénio.

* Comité Orientador: José Donizeti Alves - UFLA (Orientador), Evaristo Mauro de
Castro (Co-orientador).
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ABSTRACT

DEUNER, Sidnei. Antioxidant system in coffee seedlings in conditions of
water déficit. 2007. 65 p. Thesis (Doctorate in Plant Physiology) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

The present research aimed to evaluate the antioxidant capacity in coffee
seedlings on different water deficit levels and the effect of exogenous application of
ascorbic acid (Asc) and H,0, in antioxidant enzymes activity and in the stomata
aperture and closing. Seedlings of Coffea arabica cv. Catuai IAC 99, with 8 months,
of age were submitted to field capacity (CC), gradative suspension (SG) and total
suspension (ST) of irrigation for a 21 days period. Considering the CC, each three
days, the pots were weighed and the lost water was added again. For the SG, the
water lost was replaced in 80%, 60%, 40%, 20% and 0%, each three days. For the
ST system, the water was suspended from the first day. There were realized the leaf
water potential (W) evaluations at 6 h. The enzymatic analysis, lipidica
peroxidation and ascorbic acid and dehydroascorbate levels were made in leaves
collected at 17 hours, each three days. In greenhouse conditions cited below after 12
days from the beginning of the experiment were pulverized with Asc (20 mM) and
H,0, (1 mM). The same pulverization was made in plants kept in growth chamber
in conditions of field capacity. After pulverizations, there were evaluated stomatic
resistance, transpiration and enzymatic activity. In plants CC, the ¥y, was constant
during the evaluation period. For the SG, occurred a expressive drop since 12 days
reaching close to -2,5 MPa in the end of the experiment. For the ST, it was observed
a drop in ¥, from the sixth day of the evaluation reaching -2,5 MPa nine days later,
period that was observed an increase in lipidica peroxidation in relation to plants in
CC. This decrease in ¥, for the plants in SG and ST reflected the increase in
stomatic resistance and decrease in transpiration. The activity in antioxidant
enzymes as wells as the levels of Asc and DHA, also showed a pattern according to
Yy, being observed increases in these antioxidants in the periods of lower Wy, The
plant pulverization with H,O, promoted increases in the stomatic resistance and
decrease in transpiration in relation to control plants. Although, the exogenous Asc
caused the contrary effect. The H,O, effect was reverted by Asc application. The
plant pulverization with H,O, and Asc also altered the antioxidant enzymes
activities in relation to control plants.

Keywords: Coffea arabica, oxidative stress, ascorbic acid, hydrogen peroxide.

* Guidance Committee: José Donizeti Alves (Adviser) - UFLA, Evaristo Mauro de
Castro (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

O café tem grande importancia econdmica e social para o Brasil, que é o
principal produtor e exportador mundial. E a segunda mercadoria mais
comercializada no mundo, depois do petroleo, sendo a principal cultura em
diversos paises. Embora exista um grande numero de espécies de cafeeiro,
somente a Coffea arabica L. e a Coffea canephora Pierre tém importancia
econdmica. O C. arabica representa cerca de 80% da area plantada no Brasil e
aproximadamente 75% do café comercializado mundialmente (EMBRAPA
Café, 2005).

Condigdes ambientais adversas podem causar diversos prejuizos ao
cultivo do café. O déficit hidrico é uma situagdo comum a producdo de muitas
culturas, podendo causar um impacto negativo substancial no crescimento € no
desenvolvimento das plantas. Quando a ocorréncia do déficit hidrico ¢é rapida, os
mecanismos morfofisioldgicos sdo severamente afetados e a planta necessita
adaptar-se a nova situagdo, de forma rapida. Porém, sob condi¢des moderadas de
seca, ocorrem reducdes gradativas na atividade fotossintética principalmente
devido ao fechamento dos estomatos, que sdo os indicadores primarios do déficit
hidrico.

Sob estresse hidrico ocorre um aumento na producgdo de acido abscisico
(ABA) na folha, ocasionando a producao de perdxido de hidrogénio (H,0O,) nas
células-guarda. O fechamento dos estomatos tem sido atribuido ao acimulo de
H,0, nas células-guarda, o qual é ativado pelo ABA. A formagdo do H,0,,
nessas condi¢des, normalmente, ocorre devido a um excesso do poder redutor
formado em conseqiiéncia da reduzida atividade do ciclo de Calvin. Nesse caso,
os elétrons sdo utilizados para reduzir o oxigénio molecular, levando a formagao

de espécies reativas de oxigé€nio (EROs) nos cloroplastos. Adicionalmente, a



mitocOndria e os peroxissomos sdo também potenciais produtores das EROs.
Para proteger o aparato fotossintético do estresse oxidativo, as plantas
necessitam dissipar o excesso energia, produzindo, assim, concomitante,
aumento de substancias e enzimas antioxidantes.

Nesse sentido, o sistema de defesa antioxidativo tem papel fundamental
na aquisi¢do de tolerancia pelas plantas. A possivel fun¢do dessa resposta ¢ a
prote¢ao do aparato fotossintético, a preservagdo da integridade de membranas e
a protecdo de DNA e de proteinas.

Assim, o estudo da agdo de componentes antioxidantes enzimaticos e
ndo enzimaticos ¢ uma ferramenta importante para o melhor entendimento da
fisiologia do cafeeiro sob diferentes condi¢des hidricas.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a capacidade
antioxidante em mudas de cafeeiro sob diferentes regimes hidricos e o efeito da
aplicagdo exdgena de acido ascorbico e peroxido de hidrogénio na atividade de

enzimas antioxidantes e na abertura e no fechamento estomatico.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estresse oxidativo

A atmosfera da Terra, no decorrer da evolucdo bioldgica, tornou-se
progressivamente mais rica em O,, permitindo a evolugdo dos organismos
aerdbicos, os quais utilizam O, como aceptor final de elétrons durante a
respiragdo. Dessa forma, permite maior ganho energético, comparada a
fermentagdo e a respiracdo anaerobica (Scandalios, 1990; Elstner & Osswald,
1994).

Em face da espontancidade das reagdes em organismos adaptados ao
modo de vida aerobico, o aparecimento de radicais livres intracelulares ¢
normal, durante o ciclo de vida das plantas, sendo essencial para muitos
processos biologicos. Entende-se que radical livre seja um atomo, ou um grupo
de atomos, com elétrons ndo pareados na Ultima camada eletronica. Sao
intermedidrios ou produtores de reagdes enzimaticas, principalmente na
respiragdo e na fotossintese e também fazem parte do evento em cascata
formado em resposta a uma invasdo microbiana (Rice-Evans et al., 1991). No
entanto, passam a ter um efeito prejudicial ao organismo quando ocorre aumento
excessivo na sua produg@o ou diminuig@o de agentes antioxidantes. Em qualquer
uma dessas situagdes, passa a predominar um estresse oxidativo, denominado,
em muitos casos como “explosdo oxidativa” (Resende et al., 2003).

Os radicais livres, por serem eletronicamente instaveis, sdo altamente
reativos, apresentando a capacidade de reagir com um grande numero de
compostos, “roubando” um elétron, a fim de se estabilizar (Elstner, 1987). Com
a perda desse elétron, cria-se um novo radical livre, que ird deflagrar uma reagao
em cadeia, caracterizando, com isso, o estresse oxidativo, lesando seriamente

varios componentes celulares. Portanto, se a producdo dos radicais ndo ¢



controlada, eles podem tornar-se destrutivos para células e tecidos, podendo
reagir com Aacidos graxos insaturados das membranas e alterar a sua
funcionalidade, além de diminuir a capacidade de fixagdo de carbono em
cloroplastos e de promover peroxidagdo de lipidios, inativagdo de enzimas e
degradacdo de acidos nucléicos (Rice-Evans et al.,, 1991; Scandalios, 1993;
Goodman, 1994).

Nesse contexto, o O, tem papel importante na produc¢do de radicais
livres, dando origem as chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs) que sdo
os elementos mais freqlientes nos processos de estresse oxidativo. A sua falta
interfere diretamente na respiragdo e no transporte de elétrons, paralisando a
fosforilacdo oxidativa e, conseqiientemente, levando a uma redugdo na carga
energética (Albert et al., 1983; VanToai, 1989). A saturacdo da cadeia oxidativa
com elétrons resulta no acimulo de NADPH e NADH (Crawford, 1985). Assim,
altos niveis de equivalentes redutores, baixa carga energética ¢ componentes da
cadeia de transporte de elétrons saturados oferecem condicdes favoraveis para a
formagdo das ERO:s.

Entre as principais EROs que causam danos celulares pela oxidagdo de
lipideos, proteinas e acidos nucléicos, destacam-se o radical superoxido (0,*), o
perdxido de hidrogénio (H,0,), o oxigénio singleto ('O, ) e o radical hidroxila
(OH*) (McKersie & Leshem, 1994; Pastori & Foyer, 2002; Apel & Hirt, 2004).

Em plantas, as EROs podem ser produzidas em reagdes ocorridas na
mitocOndria, nos cloroplastos e nos peroxissomos (Foyer & Noctor,2000), em
todos os orgaos, incluindo nodulos fixadores de nitrogénio, sendo utilizadas
como armas contra patégenos invasores na explosao oxidativa (Moller, 2001).

Em geral, o O,* ¢ formado quando elétrons sdo mal direcionados e
doados ao oxigénio, podendo ser produzido na planta por meio de varios
mecanismos, inclusive pela ativagdo de NADPH-oxidases/sintases ligadas a

membrana, peroxidases da parede celular e lipoxigenases. Sua formagdo ¢



resultante da transferéncia de elétrons da mitocdndria ou do cloroplasto e,
normalmente, oxida varias moléculas organicas, como o ascorbato, ou atua
como redutor de metais, como Fe’', nas reacdes de Haber-Weiss ou Fenton
(Breusegem et al., 2001).

O H,0, ¢ um oxidante relativamente estavel e ausente de carga, o que
pode facilitar sua passagem através da bicamada lipidica da membrana celular.
Essa alta capacidade de se difundir através da membrana celular favorece a
rapida elicitagdo da resposta vegetal. A maioria do H,O, celular surge da
dismutagdo do O,*", catalisada pela superdxido dismutase (SOD) (Apostol et al.,
1989).

Embora os OH® tenham meia-vida curta (< 1 ps), sdo os mais potentes
oxidantes conhecidos com alta afinidade com biomoléculas no seu sitio de
produgdo (Halliwell & Gutteridge, 1989), dificultando seu estudo. Sao habeis
em atacar, rapida e indiscriminadamente, todas as macromoléculas, causando
sérios danos aos componentes celulares (Scandalios, 1993) e peroxidagdo
lipidica, desnaturacdo de proteinas, mutagdo do DNA (Browler et al., 1992),
lesdes no DNA, podendo levar a disfungdes metabolicas irreparaveis e morte
celular (Scandalios, 1993).

0 '0, tem, aproximadamente, 2 us de vida, sendo altamente destrutivo,
reagindo com a maioria das moléculas biologicas (Foyer et al., 1994). Porém, a
maioria dos danos ocorre proximo aos sitios onde sdo produzidos. Séao,
predominantemente, gerados nos cloroplastos, por meio da transferéncia de
energia de uma clorofila foto-excitada para o elétron do oxigénio molecular.

Sob condigdes fisioldgicas normais, a produgdo de EROs ocorre, mas ¢é
baixa, devido ao fato de as plantas possuirem mecanismos que as mantém em
niveis reduzidos (Scandalios, 1993). Entretanto, sua producdo ¢ aumentada
como resultado de varios tipos de estresse bidtico ou abidtico (Foyer et al.,

1994). Exposicdo das plantas a condigdes de estresse, como seca, frio, alta



intensidade luminosa, radiagdo UV, metais pesados e alguns compostos
quimicos organicos, tem demonstrado ser agente causador de injirias nos
tecidos, decorrentes da aumentada produgdo de EROs (Hegediis et al., 2001).

A indugdo de peroxidacdo lipidica é um dos efeitos mais danosos das
EROs e um indicativo de sua producdo, devido a sua reagdo com acidos graxos
insaturados, causando a peroxidacdo de lipidios de membranas essénciais da
plasmalema ou de organelas intracelulares (Scandalios, 1993).

Apesar dos organismos aerdbicos disporem de vantagens energéticas
significativas utilizando o oxigénio molecular como um oxidante terminal na
respiragdo, a presenca do oxigénio no ambiente celular constitui uma ameaga
oxidativa constante as suas proprias estruturas e processos, devido ao seu
potencial de agir como redutor parcial e, assim, formar as EROs (Mallick &
Mohn, 2000), que podem se tornar altamente destrutivas para células e tecidos se
sua producdo nao for estritamente controlada. Assim, a formagdo de EROs ¢
uma conseqiiéncia inevitavel do metabolismo dos organismos aerobicos e
provocam estresse oxidativo devido a sua acdo toxica e mutagénica sobre as

células (Rice-Evans et al., 1991).

2.2 Mecanismo de defesa antioxidante

Para a protecdo das membranas celulares e organelas dos efeitos danosos
das EROs, as células das plantas possuem um sistema de defesa antioxidante,
formado por componentes enzimaticos € ndo enzimaticos que, normalmente,
mantém um balanco de EROs dentro das células. Dentre os antioxidantes
enzimaticos estdo a superoxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1), a catalase
(CAT, E.C. 1.11.1.6), a ascorbato peroxidase (APX, E.C. 1.11.1.11) ¢ a

glutationa redutase (GR, E.C. 1.6.4.2), bem como antioxidantes de baixo peso



molecular, ndo enzimaticos, como o acido ascorbico, a glutationa e outros
grupos tiolicos ndo protéicos que removem tipos diferentes de EROs (Foyer et
al., 1994) e protegem a célula contra a injaria e a disfungdo dos tecidos (Miquel,
1989). Além disso, em plantas, os carotendides também possuem efeito
antioxidante importante no sistema fotossintético (Halliwell, 1987).

As principais vias de limpeza das EROs em plantas (Figura 1), sd@o o
ciclo agua-agua nos cloroplastos que inclui a SOD; o ciclo ascorbato/glutationa
nos cloroplastos, citosol, mitocdndria, apoplasto e peroxissomos; e a CAT nos
peroxissomos (Gomes Junior, 2006).

A SOD ¢ a primeira enzima constituinte do sistema antioxidante
enzimatico, considerada uma enzima chave, uma vez que, além de remover o
radical superoxido (0,*), € capaz de controlar outras EROs, sendo os produtos
de sua reacdo o H,O, e o O, (Figura la-d) (Verma & Dubey, 2003; Mittler,
2002). E a Gnica enzima cuja atividade determina a concentragio de O,* e H,O,,
sendo, portanto, central no mecanismo de defesa, prevenindo, desse modo a
formagdo do radical OH® (Leon et al., 2002). Contudo, o H,O, é também toxico
para a célula e deve ser detoxificado pela catalase e ou peroxidases.

A CAT, presente nos peroxissomos, remove o H,O, gerado durante a
fotorrespiragdo e a p-oxidagdo dos acidos graxos. E uma das enzimas envolvidas
na remog¢do de perdxidos toxicos nas células quando estes estdo em altas

concentragdes, pois apresenta baixa afinidade pelo H,O, (Mittler, 2002).

Pertence a familia das oxirredutases presente universalmente nos organismos
que decompde H,O, em agua e oxigénio molecular (Morita et al., 1994).

A APX, outra importante enzima do sistema de defesa antioxidante, &
chave no ciclo ascorbato/glutationa que reduz o H,O, (quando em baixas
concentracdes na célula) até dgua, usando ascorbato como doador de elétrons,
resultando na formagdo de dehidroascorbato (Figura 1b). Este ¢ reciclado

novamente a ascorbato usando a glutationa reduzida (GSH) como doadora de



elétrons, e a glutationa oxidada (GSSG) é, entfo, convertida pela enzima
glutationa redutase (GR) dependente de NADPH (Asada & Takahashi, 1987).

A GR além de, juntamente com sua forma oxidada, manter um balango
redox nos compartimentos celulares, atua na eliminagdo do H,O, citosélico e
reage nao-enzimaticamente com outras EROs, como oxigénio singleto, radical
superoxido e radical hidroxila (Blokhina et al., 2003). Apesar disso, sua maior
importancia no sistema antioxidante estd na habilidade em regenerar outros
antioxidantes, como o 4acido ascorbico. Tal funcdo ocorre via ciclo
ascorbato/glutationa, cuja redugdo ¢ realizada pela GR (Noctor & Foyer, 1998;
Henriques et al., 2001). Desse modo, a SOD age como primeira linha de defesa,
convertendo o 0,° a H,0,. A APX e a CAT, entdo, detoxificam o H,O,. Em
contraste a CAT (Figura 1d), a APX requer um ciclo regenerador de ascorbato e
ou glutationa (Figura la,c). Esse ciclo usa elétrons diretamente do aparato

fotossintético (Figura 1a) ou NAD(P)H (Figura 1b,c) como poder redutor.
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FIGURA 1. Rota das espécies reativas de oxigénio ¢ sua remogdo nas plantas: (a) ciclo
agua-agua; (b) ciclo ascorbato/glutationa; (c) ciclo glutationa e (d) catalase (Adaptado de

Mittler, 2002).



Essas enzimas reduzem, de forma eficiente, as EROs sob circunstancias
normais, mas, se a redu¢do completa ndo ocorrer, como em condi¢cdes de
produgdo aumentada, o resultado pode ser um estado de estresse oxidativo,
levando a oxidagdo de biomoléculas, tais como lipidios, proteinas e DNA. Além
disso, a oxidacdo e a inativagao dos componentes celulares podem desencadear o
processo de morte celular (Buckner et al., 2000).

Além do sistema de defesa antioxidante enzimatico, as defesas
antioxidantes nao-enzimaticas sdo de fundamental importancia para as células,
sendo essencialmente compostas de concentragdes relativamente altas de acido
ascorbico, glutationa, B-caroteno e a-tocoferol, que sdo eficientes consumidores
de oxiradicais (Bowler et al., 1992).

O acido ascorbico € o mais abundante antioxidante encontrado nas
plantas, estando presente em concentragdes que variam de 10 a 300 mM
(Smirnoff, 2000) e sendo também o maior contribuidor do estado redox da
célula. Esta envolvido na regulagdo da fotossintese, na expansdo celular, na
elongagdo das raizes e no transporte dos elétrons transmembrana (Noctor &
Foyer, 1998; Smirnoff, 2000). Também ¢é importante na remogdo das EROs
(Sinha et al., 2005).

Em seu papel antioxidante, o acido ascorbico € utilizado pela APX para
converter H,O, a dgua e, por ser um antioxidante primdrio, reage diretamente
com OH®, 0,* ¢ '0,. Pode servir como cofator enzimatico, como por exemplo,
para a violaxantina de-epoxidase (VDE) (Eskling et al., 1997), que catalisa a
conversdo da violaxantina a zeaxantina (ciclo da xantofila), requerido para a
dissipagdo do excesso de energia em excitacdo durante o quenching nao
fotoquimico (Horemans et al., 2000). E também um poderoso antioxidante
secundario, reduzindo a forma oxidada do oa-tocoferol, um importante
antioxidante, em fases ndo aquosas. Em adicdo a sua importincia no ciclo

ascorbato/glutationa, o acido ascorbico desempenha um papel na preservacao da
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atividade de enzimas que contém ions metalicos prostéticos de transi¢do (Noctor
& Foyer, 1998).

A glutationa (GSH) é outro importante agente redox na maioria das
células aerdbicas e desempenha uma rota importante em fungdes fisiologicas,
incluindo regulagdo redox, conjugacdo de metabolitos, detoxificagdo de
xenobiodticos e homeostase ¢ sinalizagdo celular que engatilha as respostas
adaptativas. Essas fungdes dependem da concentragdo ¢ ou do estado redox da
GSH foliar (Noctor et al., 2002). Além disso, a GSH tem importante fun¢ao na
remog¢ao do H,O, das células vegetais, via ciclo ascorbato/glutationa. Pode ser
sintetizada no citosol, cloroplasto e mitocondria e sua concentragdo nas células
pode variar consideravelmente entre espécies e em diferentes 6rgaos ou estagios
de desenvolvimento na mesma planta. Os cloroplastos contém altas quantidades
de GSH em razao do seu papel no ciclo ascorbato/glutationa (Creissen et al.,
1994).

Também, os carotendides possuem um papel importante na protecdo do
pigmento clorofila sob condi¢des de estresse e sdo conhecidos por manter as
reacOes fotodindmicas, protegendo a clorofila da peroxidacdo lipidica e
impedindo o colapso da membrana dos cloroplastos (Knox & Dodge, 1985).

Dessa forma, uma condicdo de estresse torna-se critica, causando
injurias nos tecidos das plantas sempre que os niveis de acumulacdo de EROs
exceder a capacidade de detoxificacdo. Assim, o fator que determina o estresse
oxidativo ¢ a velocidade com que as plantas ativam suas reservas antioxidantes
(Ranieri et al., 1993), aspecto este que pode conferir tolerancia ao estresse

(Sinha et al., 1996).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Mudas de Coffea arabica, cultivar Catuai IAC 99 com oito meses de
idade, foram cultivadas em sacolas plasticas com capacidade de 3 litros
contendo como substrato uma mistura de terra e esterco bovino na proporg¢do de
4:1, mantidas em casa de vegetagdo coberta com sombrite 30% de interceptagdo
da radiagdo solar por um periodo de dois meses. As mudas foram irrigadas
diariamente, mantendo-se o nivel de dgua do solo préoximo a capacidade de

campo até a indugao dos tratamentos.

3.2 Experimento I: Ritmo diurno da resisténcia estomatica, transpiragao e

atividade de enzimas do sistema antioxidante

As avalia¢Oes foram iniciadas em outubro de 2006, sendo realizadas em
folhas do terceiro par, completamente expandidas, no periodo das 6 as 18 horas,
com avaliacdes a cada duas horas. Em casa de vegetacdo as plantas foram
mantidas nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, ¢ em sala de
crescimento as avaliacdes foram realizadas ap6s uma semana de aclimatagdo em
ambiente semicontrolado com fotoperiodo de 14 horas, densidade de fluxo de
fotons de, aproximadamente, 200 pmol.m™.s” e temperatura de 25 + 2°C. As
medi¢cdes de umidade relativa e temperatura da cubeta, radiagdo, resisténcia
estomatica e transpiracdo foram realizadas por meio de pordmetro modelo
Steady State Porometer, Licorl600M. O experimento foi montado em
delineamento inteiramente casualisado (DIC), com quatro repetigdes por periodo

de avaliagdo. Cada repeti¢cdo era composta por uma planta.
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Apos as avaliagdes realizadas com porometro, para os mesmos horarios
e intervalos, foram coletadas folhas das plantas em casa de vegetacdo. O
material foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer a -80°C
para posterior analise das atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR). Para as
plantas em sala de crescimento, ndo foi realizada a analise enzimatica, uma vez
que os parametros observados por meio das leituras com pordmetro

apresentaram pouca variagao.

3.3 Experimento Il: Resisténcia estomatica, transpiragdo, atividade
enzimatica e componentes do estresse oxidativo em cafeeiros sob estresse

hidrico

Indug@o do estresse hidrico

As mudas utilizadas foram submetidas a trés regimes hidricos:
capacidade de campo (CC), suspensdo gradativa da irrigacdo (SG) e suspensao
total da irrigacdo (ST). Até o inicio do estabelecimento dos regimes hidricos, os
vasos foram pesados ¢ mantidos na capacidade de campo. A cada trés dias, estes
eram novamente pesados para a reposicdo da agua perdida pela
evapotranspiracdo. Para o regime de suspensdo gradativa da irrigagdo, a agua
perdida a partir do primeiro dia e a cada intervalo de trés dias era resposta em
80%, 60%, 40%, 20% e 0%. Para o regime de suspensdo total da irrigagdo, a
agua foi totalmente suspensa a partir do primeiro dia. O experimento foi
montado em DIC com trés repeticdes por tratamento e as avaliagdes foram

realizadas a cada trés dias, durante o periodo de 21 dias.
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AvaliagGes

O potencial hidrico de antemanha (Yw maximo) foi realizado entre 5 ¢ 6
horas, em folhas do quarto par, com auxilio de uma camara de pressao tipo
Scholander.

A transpiragdo (E) e a resisténcia estomatica (r;) foram medidas as 10 e
17 horas. No segundo horario, foram coletadas as folhas para analises
enzimaticas (SOD, CAT, APX e GR) e bioquimicas ((peroxidagdo lipidica,
ascorbato (Asc) e dehidroascorbato (DHA)). O material coletado foi congelado

em nitrogénio liquido e armazenado em freezer, a -80 °C, para posterior analise.

3.4 Experimento 111: Aplicacao exdgena de acido ascorbico, acido abscisico

e peroxido de hidrogénio em epidermes isoladas de folhas de cafeeiro

O experimento foi montado conforme descrito por Pei et al. (1997), com
algumas modificagdes. Seccdes da epiderme abaxial de folhas de cafeeiro do
terceiro par completamente expandidas foram incubadas em placas de Petri
contendo tampao MES/KCI (MES 10 mM/KCI 50 mM) pH 6,1, livre de CO, e
mantidas em sala de crescimento, com temperatura 25 = 2°C e densidade de
fluxo de fotons de 200 umol.m™.s™", por 3 horas, a fim de promover a abertura
dos estomatos, verificada mediante observagdo em microscépio de luz. Apods
esse periodo, as secgdes epidérmicas foram transferidas para nova solugdo do
tampao MES/KCI acrescido de acido ascorbico (1, 10 e 20 mM) ou ABA (25, 50
e 100 uM) ou de H,0O, (0,01; 0,1; 1 e 10 mM). As secgdes foram incubadas nas
mesmas condicdes e a avaliacdo da abertura estomatica foi realizada apos uma,
trés, cinco e sete horas.

Para verificar o possivel efeito do acido ascorbico na reversdo do

fechamento estomatico induzido pelo ABA e H,0,, sec¢des da epiderme abaxial
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foram incubadas em solugdo tampao MES/KCI acrescida de ABA 100 uM ou
H,0, 0,01 ¢ 10 mM, por trés horas. Apos esse periodo, as epidermes foram
transferidas e incubadas em nova solugdo tampdo acrescida de acido ascorbico
nas concentragdes de 1, 10 ¢ 20 mM e a avaliagdo da abertura estomatica
realizada ap6s uma, trés, cinco e sete horas.

Para o preparo das laminas, ap6s lavagem em agua destilada, as secgdes
foram clarificadas em solugdo de hipoclorito de sdédio, por 1 minuto, com
posterior lavagem triplice em agua destilada. As epidermes foram coradas com
azul de toluidina 0,2% e as laminas montadas em glicerina 50% e visualizadas
em microscopio. As fotomicrografias foram realizadas em um fotomicroscopio
Olympus BX-60 e os estdmatos foram medidos através do programa Sigma Scan
PRO 5.0, avaliando-se os diametros polar e equatorial e a média de sua razao,

segundo a técnica de Labouriau et al. (1961).

3.5 Experimento 1V: Pulverizacéo foliar de &cido ascorbico e perdxido de
hidrogénio em mudas de cafeeiro em sala de crescimento e em casa de

vegetacao.

Mudas de cafeeiro oriundas da casa de vegetacdo foram transferidas para
sala de crescimento, sendo mantidas irrigadas diariamente, proximo a
capacidade de campo. Apos uma semana de aclimatacdo, foram pulverizadas
com solugdes de acido ascorbico ou perdxido de hidrogénio, nas concentragdes
de 20 mM e 1 mM, respectivamente, acrescidas de 0,1% de Triton-X. A
pulverizagdo foi realizada as 13 horas e de hora em hora, por um periodo de 4
horas, foram feitas avaliagdes da resisténcia estomatica, transpiracdo e a coleta

de folhas do terceiro par totalmente expandido para posterior analise da
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atividade das enzimas SOD, CAT, APX, e GR. As mesmas avalia¢des foram
realizadas em plantas controle, que ndo foram pulverizadas.

Em casa de vegetacdo, foram realizadas pulverizagdes com acido
ascorbico (20 mM), peréxido de hidrogénio (1 mM) e perdxido de hidrogénio
seguidas por nova pulverizacdo com &cido ascorbico, duas horas depois. As
pulverizagdes foram realizadas em plantas sob capacidade de campo, suspensao
gradativa da irrigag@o e suspensao total da irrigagdo, 12 dias apds a inducao dos
tratamentos como descrito anteriormente. O peroxido de hidrogénio foi aplicado
as 14 horas, o acido ascorbico as 15 horas ¢ a coleta das folhas para as analises
enzimaticas e anatomicas foi realizada as 16 horas. No tratamento combinado, o
peroxido de hidrogénio foi pulverizado as 14 horas e, duas horas depois foi
realizada a pulverizacdo do acido ascorbico, coletando-se o material vegetal as
17 horas. Em todos os tratamentos, foram realizadas leituras de transpiracao e
resisténcia estomatica de hora em hora, de 14 as 17 horas. Para o controle, foram
utilizadas plantas nos trés regimes hidricos sem serem submetidas a

pulverizagao.

3.6 Analises enzimaticas

Duzentos miligramas de tecido foliar foram macerados em N, liquido
com 50% de polivinilpolipirolidona (PVPP) e homogeneizado em 1,5 mL do
seguinte tampdo de extragdo: fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, EDTA 0,1
mM e acido ascorbico 10 mM. Apods centrifugagdo a 13.000 g por 10 minutos, a
4°C, o sobrenadante foi coletado e dessalinizado em Coluna Sephadex G-25
(PD-10). As colunas foram equilibradas com 30 mL de tampao fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,0 com 1 mM de acido ascérbico. As proteinas foram

eluidas com o mesmo tampdo e monitoradas a 280 nm. O eluato foi utilizado
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para a atividade das enzimas e a quantificagdo das proteinas pelo método de

Bradford (1976).

Dismutase do superéxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (Giannopolis ¢ Reis, 1977), em
um meio de reacdo composto por fosfato de potassio 100 mM, pH 7.8,
metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. Os tubos
com o meio de reagdo ¢ a amostra foram iluminados por 7 minutos, com uma
lampada fluorescente de 20W. Para o controle, o0 mesmo meio de reagdo sem a
amostra foi iluminado. O branco foi mantido no escuro. As leituras foram

realizadas a 560 nm e o calculo da enzima foi feito pela seguinte equacao:

% DE INIBICAO = (Asgo amostra com extrato enzimatico — Asgy controle

sem enzima)/(Asgy controle sem enzima)

Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de

inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condigdes de ensaio.

Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por Azevedo et
al. (1998), com pequenas modificacdes. Sua atividade foi monitorada pelo
decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante dois minutos, em um meio de
reagdo incubado a 28°C, contendo tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0 e

H202 12,5 mM.
Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada segundo Nakano & Asada (1981),

monitorando-se a taxa de oxidagdo do ascorbato a 290 nm. O meio de reagao
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incubado a 28°C foi composto de tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0,
acido ascorbico 0,5 mM e H,O, 0,1 mM. O decréscimo na absorbincia foi

monitorado por um periodo de dois minutos, a partir do inicio da reacao.

Redutase da glutationa (GR)

A atividade da GR baseou-se no método de Cakmak et al. (1993),
monitorando-se a taxa de oxidacdo do NADPH pelo decréscimo na absorbancia,
a 340 nm, durante dois minutos. O meio de reacdo incubado a 28°C foi
constituido de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, glutationa oxidada 1
mM e NADPH 0,075 mM.

3.7 Analises bioquimicas

Peroxidacio lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada por meio da quantificagdo de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), conforme descrito por Buege
& Aust (1978). Duzentos miligramas de tecido foliar foram macerados em N,
liquido acrescido de 20% de PVPP e homogeneizado em 4cido tricloroacético
(TCA) 0,1% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por 10
minutos. Duzentos e cinqiienta microlitros do sobrenadante foram adicionados a
1 mL do meio de reagdo (0,5% (p/v) de acido tiobarbiturico (TBA) e 10% (p/v)
de TCA), incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30 minutos. A reag¢do 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 equacao:
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[MDA] = (A535 - A600)/(é.b),
Em que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x10™ cm™); b (comprimento 6tico = 1)

A peroxidagio foi expressa em nmol de MDA g™ de matéria fresca.

Ascorbato e dehidroascorbato

Ascorbato (Asc) e dehidroascorbato (DHA) foram determinados
conforme descrito por Arakawa et al. (1981), com algumas modifica¢des. Cem
miligramas de tecido foliar foram macerados em 2 mL de acido tricloroacético
(TCA) 5% (p/v) e o homogeneizado centrifugado a 10.000 g, por 15 minutos, a
4°C. Ascorbato total (Asc + DHA) foi determinado apos a redu¢ao do DHA pelo
dithiothreitol (DTT). Trinta microlitros do sobrenadante foram adicionados ao
seguinte meio de reagdo: 70 pL de TCA 5% (p/v), 125 uL de DTT 0,06% (p/v) e
125 pL de fosfato de sodio 0,2 M, pH entre 7 e 8 (ajustado com NaOH 1,2 M).
Apos incubagdo em temperatura ambiente por 10 minutos, foram adicionados
125 puL de N-ethylmaleimide 0,24% (p/v) € o pH de cada tubo aferido e ajustado
entre 1 e 2, pela adi¢do de TCA 20% (p/v). Em seguida, adicionaram-se 125 pL
de acido fosforico (H;PO4) 4% (v/v), 250 uLL de Bathophenantrolina 0,5% (p/v)
e 125 pL de FeCl; 0,03% (p/v), homogeneizando-se a mistura vigorosamente e
incubando-a, a 30°C, por 90 minutos. As leituras foram realizadas a 534 nm.

O ascorbato foi determinado conforme descrito acima, substituindo-se o
DTT por etanol absoluto em igual volume. Os valores DHA foram obtidos pela
diferenca entre os valores de ascorbato total e ascorbato. Todas as solugdes

foram preparadas em etanol absoluto, exceto o TCA e o fosfato de sodio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ritmo diurno do movimento estomatico

De maneira geral, a resisténcia estomatica (Figura 2A) e a transpiracao
(Figura 2B) apresentaram maior variagdo, durante o periodo de avaliagdo, nas
plantas que se encontravam em casa de vegetagdo, comparadas aquelas que
estavam em sala de crescimento. Em casa de vegetagdo, houve uma reducao da
resisténcia estomatica entre 6 e 8 horas, aumentando ligeiramente até as 14
horas. A partir dai, um aumento brusco até as 18 horas foi observado quando,
entdo, os estomatos se encontravam praticamente fechados.

A resisténcia estomatica respondeu diretamente na transpiracdo,
aumentando progressivamente até as 10 horas, estabilizando-se nas proximas 4
horas, seguindo-se uma queda brusca até as 18 horas (Figura 2B). O movimento
estomatico e seus efeitos na transpiracao refletiram uma resposta a radiagdo e ao
DPV. A abertura e o fechamento dos estdbmatos nas duas primeiras e quatro
ultimas horas, respectivamente, podem estar diretamente relacionados ao
aumento ¢ a queda da radiagdao (Figura 2C). Todavia, entre 8 ¢ 16 horas, a
resposta estomatica pode ser explicado pelo aumento no DPV (Figura 2D). Em
cafeeiro, os estomatos apresentam grande sensibilidade ao DPV entre a folha e o
ar (Rena & Maestri, 2000).

Para as mudas em sala de crescimento, observou-se que, até as 10 horas,
0s estomatos estavam mais abertos, havendo, em seguida, um pequeno, mas
progressivo, aumento na resisténcia, culminando em valores préximo a 25 s.cm™
as 18 horas (Figura 2A). Como a radiag@o na sala de crescimento foi constante
(Figura 2C), as respostas estomaticas podem estar relacionadas a outros fatores,
como DPV e ou ritmo circadiano. Neste trabalho, o aumento do DPV (Figura

2D), principalmente a partir das 10 horas, pode ter influenciado no fechamento
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estomatico nesse mesmo periodo, reduzindo, com isso, a transpiragdo (Figura

2B).
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FIGURA 2. Resisténcia estomatica (A), transpiragdo (B), radiagdo (C) e déficit de
pressdo de vapor (D), em mudas de cafeeiro cv. Catuai IAC 99 cultivadas em casa de
vegetacdo (—e—) ¢ sala de crescimento (--- A---). As barras representam o erro padrdo
da média de trés repeticdes. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Para plantas de café crescidas no campo, a condutincia estomatica ¢é
tipicamente mais elevada durante o inicio da manha, diminuindo ao longo do dia
com o aumento da irradidncia e o DPV entre a folha e o ar (Gutiérrez et al.,
1994; Barros et al., 1997). Além disso, durante periodos de menor temperatura

no dia, a elevacdo da umidade relativa parece estimular a abertura dos
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estomatos, especialmente quando a umidade do solo nd3o estda limitando
(DaMatta 2004).

O DPV entre a folha e o0 ar € um importante fator ambiental que pode
afetar o funcionamento dos estdmatos nas plantas. Segundo Matzner &
Comstock (2001), a condutancia estomatica diminui enquanto o DPV aumenta
por causa de um aumento na transpiragdo que diminui o potencial hidrico da
folha. Uma elevada transpiracdo pode ser responsavel pelo fechamento dos
estdbmatos pelo aumento do gradiente de potencial hidrico entre as células
guardas e outras células epidérmicas ou pela diminui¢do do volume do potencial

hidrico da folha (Monteith, 1995).

4.2 Perfil diario de atividade de enzimas do sistema antioxidante

A dismutase do superdxido (SOD), primeira enzima a atuar no sistema
antioxidante, realizando a dismutagdo do radical superoxido (0,*") a perdxido de
hidrogénio (H,0O,), apresentou atividade constante até as 16 horas, aumentando,
a partir dai, até as 18 horas (Figura 3A). Esse aumento, provavelmente, se deve
ao acimulo de EROs promovido pela radiagao (Figura 2C). Para se evitarem
danos celulares, a eliminagdo dessas EROs se faz necessaria, sendo a SOD
responsavel pelo primeiro ajuste da tolerancia das plantas ao estresse oxidativo.
Como seu produto, o H,O, é também um radical livre e seu acimulo ¢é tdo
prejudicial quanto o superoxido e precisa também ser eliminado, o que pode ser
realizado tanto por catalases quanto por peroxidases (Willekens et al., 1995;
Asada, 1999).

A catalase (CAT) diminuiu lentamente sua atividade até as 14 horas,

mantendo-se estavel ate o final do periodo (Figura 3B). A atividade da catalase ¢
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fundamental na eliminagdo do H,O,, quando seu excesso ¢ prejudicial, o que
pode ndo ser o caso no presente estudo.

Ja a atividade da ascorbato peroxidase (APX) mostrou-se estavel até as
12 horas, caindo, a seguir, até¢ as 14 horas (Figura 3C). No periodo posterior,
sua atividade aumentou novamente, alcancando valores semelhantes aos
observados nas primeiras horas do dia. Esse resultado pode ser atribuido a
eliminacdo do H,0, produzido pela SOD em uma reagdo de reduciao do
ascorbato a dehidroascorbato. A atividade da GR nao mostrou altera¢do com a

evolucdo do dia (Figura 3D).
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FIGURA 3. Perfil diario da atividade da SOD (A), CAT (B), APX (C) e GR (D), em
mudas de cafeeiro cv. Catuai IAC 99 cultivadas em casa de vegetacdo. As barras
representam o erro padrio da média de trés repeticdes. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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No processo de eliminagdo de EROs utilizando a APX, torna-se
necessaria a reciclagem do ascorbato, que ¢ resultado da atividade das enzimas
redutase do monodehidroascorbato (MDHAR), redutase do dehidroascorbato
(DHAR) e redutase da glutationa (GR) (Asada, 1999).

Estes resultados mostram que a atividade dessas enzimas ndo estava
diretamente relacionada com a abertura e o fechamento dos estomatos e sim com
a radiacdo e o déficit de pressao de vapor. Sabe-se, ainda, que, em altas
radiagdes, ocorre um aumento da atividade das enzimas do sistema antioxidante,
a fim de eliminar as EROs que causam injurias celulares. No presente caso, nao
houve excesso de radiagdo, uma vez que ndo ultrapassou os 1.000 pmol.m>.s™,
resultado das condi¢cdes sombreadas em que as plantas se encontravam.
Entretanto, o acumulo de radiacdo nas horas mais quentes do dia pode ter
influenciado a maior atividade da SOD e APX ao final do dia. Esses resultados
permitiram definir os horarios de 10 e de 17 horas para avaliagdes e coleta de
material para os estudos com estresse hidrico.

Mudangas diurnas na expressdo da SOD e da GR foram relatadas para
Aster tripolium (Erdei et al., 1998). Chen & Gallie (2004), estudando a
regulagdo diurna da atividade das enzimas antioxidantes em folhas de tabaco,
verificaram que a DHAR, MDHAR, GR ¢ a CAT tiveram menor atividade
durante a manhd, aumentando ao longo do dia, chegando a atividade maxima
durante a tarde. No entanto, a atividade da APX foi alta do inicio da manha e até
o meio da tarde e depois declinou. Em contraste com essas mudangas, a

atividade da SOD permaneceu, na maior parte, inalterada durante todo o dia.
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4.3 Influéncia do estresse hidrico na abertura e no fechamento estomatico e

componentes do sistema antioxidante

4.3.1 Potencial hidrico

Nas plantas em capacidade de campo (CC), o potencial hidrico
apresentou valores constantes, proximos a -0,2 MPa, durante todo o periodo de
avaliagdo (Figura 4). J& nas plantas em que a irrigacdo foi suspensa
gradativamente (SG), aos 12 dias de avaliag@o, quando receberam somente 20%
da agua perdida, houve uma queda expressiva do potencial hidrico. Entretanto,
aos 15 dias, quando as plantas ficaram totalmente sem agua, essa redugdo foi
mais acentuada, chegando a valores préoximos a -2,5 MPa ao 21 dias, ultimo
periodo de avaliagdo. A suspensdo total da irrigacao (ST) promoveu redugao no
potencial hidrico a partir do sexto dia de avaliagdo, chegando a -2,5 MPa, ja aos
15 dias. Valores inferiores a -2,0 MPa sdo considerados prejudiciais ao cafeeiro,
uma vez que causam redugdo da condutincia estomatica e, conseqiientemente,

das taxas fotossintéticas (Lima et al., 2002).
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FIGURA 4. Potencial hidrico foliar (¥w) de antemanhd, em mudas de cafeeiro cv.
Catuai IAC 99 submetidas a trés regimes hidricos: capacidade de campo (CC),
suspensdo gradativa da irrigagdo (SG) e suspensdo total da irrigacdo (ST). As barras
representam o erro padrao da média de trés repeticdes. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Um estudo realizado por Levitt (1980) demonstrou que, durante um
déficit hidrico, os diversos ajustes fisiologicos da planta determinam as respostas
adaptativas de ordem anatomica e morfologica. Porém, essas respostas sofrem
variagdes de acordo com a espécie, a cultivar, o estadio de desenvolvimento das
plantas e a duragdo com a intensidade do déficit hidrico. Segundo o mesmo
autor, as plantas t€m capacidade de resistir a periodos de déficit hidrico,
procurando utilizar mecanismos que reduzam a perda de agua.

Quando a ocorréncia do déficit hidrico é rapida, os mecanismos
morfofisiologicos sdo severamente afetados e a planta necessita adaptar-se a
nova situagdo, de forma rapida. Dessa forma, plantas cultivadas em condigoes de
irrigagdo, normalmente, apresentam menor resisténcia a situagoes de déficit
hidrico no solo, enquanto plantas submetidas ao déficit hidrico gradual ou a
deficiéncia de dgua no solo no inicio do seu ciclo, se adaptam mais facilmente.
A tolerancia ao déficit hidrico parece ser um importante mecanismo de
resisténcia para a manutengdo do processo produtivo em condi¢des de baixa
disponibilidade de agua as plantas (Lima et al., 2002).

Em cafeeiro, a condutancia estomatica tem mostrado uma diminuigdo
linear com a diminui¢@o do potencial hidrico foliar, sugerindo forte sensibilidade

dos estomatos ao déficit hidrico (Pinheiro et al., 2005).

4.3.2 Resisténcia estomatica e transpiracdo em fungdo do estresse hidrico

A resisténcia estomatica avaliada as 10 e as 17 horas, nas plantas que
estavam na capacidade de campo (CC), ndo apresentou diferenca durante o
periodo de avaliagdo (Figura 5). Entretanto, a suspensdo gradativa da irrigagdo
(SG) e seus efeitos no potencial hidrico (Figura 4) influenciaram em aumentos

na resisténcia estomatica avaliada as 10 horas, a partir dos 12 dias do inicio do
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experimento, sendo mais acentuado apos 15 dias, quando a irrigacdo foi
completamente suspensa (Figura 5A). Para as plantas com suspensdo total da
irrigacdo, diferenca em relagdo a testemunha (CC) foi observada a partir do
sexto dia e, em relagdo as plantas com suspensdo gradual da irrigagdo, essa
diferenca foi observada a partir dos 12 dias.

De maneira geral, a avaliacdo realizada as 17 horas (Figura 5B)
apresentou valores maiores de resisténcia estomatica que aqueles verificados as
10 horas. J4 aos nove dias de avaliacdo, observaram-se diferencas expressivas
entre os trés regimes hidricos e esta se acentuou com a evolugdo do experimento.
Esses resultados mostram que a resisténcia estomatica teve um comportamento,
como era de se esperar, inversamente proporcional ao potencial hidrico (Figura

4).
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FIGURA 5. Resisténcia estomatica avaliada as 10 (A) e 17 (B) horas, em mudas de
cafeeiro cv. Catuai IAC99 submetidas a trés regimes hidricos: CC (—e—), SG (— —m——
) e ST (--- A---). As barras representam o erro padrdo da média de trés repeticdes. UFLA,
Lavras, MG, 2007.

A taxa transpiratéria avaliada as 10 horas manteve-se constante durante
o periodo de avaliacdo para as plantas em capacidade de campo (Figura 6A),
concordando com os dados de resisténcia estomatica (Figura S5A).

Diferentemente, as 17 horas (Figura 6B), houve reduc¢ao na transpiracdo dessas
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plantas apos o terceiro dia do experimento. Essa diferenga na transpiracdo entre
os dois horarios, provavelmente, se deve ao fato de que, as 10 horas, a demanda
evaporativa era menor que as 17 horas.

Para as plantas em suspensdo gradual da irrigagdo (SG), houve uma
diminui¢do gradativa da transpiragdo ao longo das avaliagdes realizadas as 10
horas (Figura 6A), sendo inferior ao controle (CC) a partir do sexto dia. Para a
avaliacdo realizada as 17 horas (Figura 6B), foi observada uma queda acentuada
do terceiro ao nono dia. Dai em diante, a transpira¢do diminui lentamente,
chegando préximo a zero, aos 21 dias.

A transpiragdo avaliada as 10 horas, nas plantas em que a irrigagdo foi
totalmente suspensa desde o inicio do experimento, apresentou reducdo ja no
terceiro dia (Figura 6A). Essa redugdo foi gradativa até os 21 dias, chegando
préximo a zero. As 17 horas, uma queda acentuada do terceiro para o nono dia
pode ser verificada (Figura 6B), atingindo valores proximos de zero dai em
diante. De maneira geral, o comportamento da transpira¢do observado, tanto as
10 horas quanto as 17 horas, refletiu 0 movimento estomatico (Figura 5) que,
por sua vez, seguiu o padro estabelecido pelo potencial hidrico (Figura 4).

O déficit de pressdo de vapor (DPV) observado as 10 horas mostrou-se
diferente ao longo do periodo de avaliagdo (Figura 6C). Entretanto, esse
comportamento parece nao ter influéncia na transpiragdo das plantas em
capacidade de campo para este periodo, uma vez que cla se manteve constante
(Figura 6A). Ja para a avaliagdo realizada as 17 horas, o DPV sofreu uma queda
até o nono dia de avaliagdo (Figura 6D), aumentando bruscamente até os 15
dias, quando onde nova queda foi observada. Essa variagdo no DPV foi

acompanhada pela transpirag@o, para os mesmos periodos.
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FIGURA 6. Transpiragdo avaliada as 10 (A) e as 17 (B) horas e déficit de pressdo de
vapor (DPV) avaliado as 10 (C) e as 17 (D) horas, em mudas de cafeeiro cv. Catuai IAC
99 submetidas a trés regimes hidricos: CC (—e—), SG (— —m— —) ¢ ST (---A---). As
barras representam o erro padrdo da média de trés repeticdes. UFLA, Lavras, MG, 2007.

O fechamento dos estomatos parece ser uma das primeiras estratégias
utilizadas pelas plantas do cafeeiro para minimizar as perdas de agua ocorridas
com a transpiragdo em condi¢des de baixos potenciais hidricos foliares (Barros
et al., 1997). Estudos feitos com cafeeiros sob baixa disponibilidade hidrica tém
relatado uma diminuicdo na condutancia estomatica em resposta a baixos
potenciais hidricos das folhas (DaMatta, 1995; DaMatta et al., 2000).

Pinheiro et al. (2005) encontraram rapida recuperacdo do potencial
hidrico, que foi acompanhada pelo aumento da condutincia estomdtica apos re-

irrigar clones de Coffea robusta submetidos a estresse hidrico (Yw = -3.0 MPa),
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enfatizando o papel do “status” hidrico da folha no controle estomatico.
Também, diversos estudos tém mostrado que a condutancia estomatica ¢ maior
nas folhas de sombra do que naquelas completamente expostas ao sol (Gutiérrez

et al., 1994), particularmente durante toda a manha.

4.3.3 Peroxidacdo lipidica

Ha evidéncias de que os efeitos do estresse hidrico sobre as plantas
podem ser mediados pela producdo e o acimulo de espécies reativas de oxigénio
(Smirnoff, 1993; Lawlor, 1995), levando a extensivos danos as membranas,
desencadeando processos peroxidativos de lipidios (Alonso et al., 1997; Queiroz
et al., 1998). No presente caso, a peroxidagdo lipidica (Figura 7) nas plantas
controles (CC) aumentou, até os trés primeiros dias, de 8,7 para 11,4 nmol de
MDA.g'MF, permanecendo nesse patamar até os 12 dias, caindo a partir dai aos
niveis iniciais. Plantas que estavam em suspensdo gradativa e total da irrigagao
também mostraram um aumento na peroxidagdo lipidica nos trés primeiros dias,
retornando a valores iniciais aos 9 e 12 dias. Somente no periodo final das
avaliagdes houve um aumento expressivo no teor de MDA dessas plantas em
relagdo as plantas controle. Ja para as plantas em suspensdo total da irrigagao,

esse aumento foi observado dos 15 dias em diante.
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FIGURA 7. Peroxidagdo lipidica em mudas de cafeeiro cv. Catuai IAC 99 submetidas a
trés regimes hidricos: CC (—e—), SG (— —m——) ¢ ST (---A---). As barras representam o
erro padrdo da média de trés repeti¢des. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Esse aumento na peroxidacdo lipidica, aos 15 dias de estresse para as
plantas em suspensdo total ¢ aos 21 para as plantas em suspensdo gradual da
irrigag¢do, ocorreu quando as plantas atingiram potencial hidrico de -2,5 MPa
(Figura 4). Portanto, esses resultados mostram que a faixa de potencial hidrico
limite que as plantas de café toleram ¢ de -2,0 a -2,5 MPa. Valores inferiores a
esses podem causar danos celulares que, dependendo de sua duracao,
comprometem os processos fisioldgicos do cafeeiro. Como exemplo, observa-se
um maior movimento estomatico na direcdo do fechamento dos estomatos
(Figura 5), chegando a quase zero a transpiracdo (Figura 6), exatamente quando
as plantas atingiram -2,5 MPa, ou seja, aos 15 e aos 21 dias, para as plantas em
suspensdo total e gradual da irrigacdo, respectivamente. Nesse caso, observou-se
que as planta sob suspensdo total da irrigagdo estavam em estresse por, no
minimo, seis dias, enquanto que, para suspensao gradual, as plantas atingiram o

estresse hidrico aos 21 dias, ultimo periodo de avaliacdo.
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A peroxidagdo da membrana celular afeta severamente a funcionalidade
e a integridade da membrana, podendo causar danos irreversiveis ao
funcionamento da célula, podendo ser iniciada por meio da ativagdo de espécies
reativas de oxigénio (Edreva, 2005).

Segundo Blokhina et al. (2003), a peroxidacdo lipidica ¢ o processo
metabodlico que ocorre em condigdes naturais, o que pode explicar os valores de
peroxidacdo encontrados nas plantas nos primeiros periodos de avaliagao. Varios
trabalhos ilustram o aumento da peroxidacdo lipidica, sob diversos tipos de
estresse: seca, em plantas de milho (Viana, 2002); altas doses de chumbo, em
arroz (Verma & Dubey, 2003); estresse por aluminio, em soja (Cakmak & Horst,
1991) e sorgo (Sorghum bicolor) (Peixoto et al., 1999); estresse por frio, em café
(Queiroz et al., 1998) e outros.

Sob condi¢des normais, as plantas, geralmente, sdo bem adaptadas para
minimizar danos, devido a inevitavel formacdo das espécies reativas de oxigénio
na fotossintese (Foyer et al., 1994). Porém, a seca intensifica a formagdo de
radicais livres em plantas por limitar o "pool" de NADP" disponivel para aceitar
elétrons do fotossistema 1. Dessa maneira, aumenta a probabilidade de
transferéncia de energia de excitagdo para o O,, levando a producdo de O," ¢
'0,, os quais reagem com os 4cidos graxos das membranas, ocasionando a
peroxidacdo lipidica (Smirnoff, 1993).

Cargnelutti (2007), estudando o efeito do metal merctrio no estresse
oxidativo em plantulas de pepino, verificaram que, na concentragdo 500 uM de
HgCl,, o nivel da peroxidagdo de lipideos aumentou 33%, apds 10 dias e 250%,
apo6s 15 dias de exposi¢do ao metal.

Outros trabalhos relacionam o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes como mecanismo de defesa, degradando espécies reativas de
oxigénio e favorecendo a diminui¢cdo da peroxidagdo lipidica (Aziz & Larher,

1998; Peixoto et al., 1999; Verma & Dubey, 2003). Yan et al. (1996),
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trabalhando com uma cultivar de milho sensivel ao encharcamento, encontraram
um aumento progressivo na peroxidacgdo lipidica até sete dias, com decréscimo
da atividade de enzimas antioxidantes.

Iturbe-Ormactxe et al. (1998), estudando o efeito do déficit hidrico em
plantas de ervilha, observaram que os indices de MDA por grama de peso seco
nas folhas das plantas com potencial hidrico de -1,3 e -1,93 MPa foram 24% e
45% superiores, respectivamente, as plantas controle, com potencial hidrico de -
0,5 MPa. Em plantas de aroeira-do-sertdo sob estresse hidrico, Queiroz et al.
(2002) verificaram que o nivel de desidratagdo imposto levou a diminui¢ao da
atividade fotossintética, caracterizada pela redugdo da condutancia estomatica,
decréscimos na taxa maxima aparente de elétrons e desencadeamento de um
processo lipoperoxidativo nas membranas, em que uma reducdo de 45% no
conteido relativo de 4gua aumentou a peroxidacao lipidica em,
aproximadamente, 32%.

O aumento da producdo de antioxidantes, combinado com a atividade de
enzimas antioxidantes, parece ser a principal estratégia para limitar a

peroxidagdo lipidica em plantas (Schmith & Kunert, 1986).

4.3.4 Atividade de enzimas do sistema antioxidante

A atividade da dismutase do superoxido (SOD) em plantas sob
suspensdao gradual da irrigacdo diferiu da testemunha a partir dos 12 dias de
estresse, permanecendo constante até os 15 dias, quando passou a aumentar até o
final do experimento, aos 21 dias (Figura 8A). Esse aumento ocorreu justamente
quando o potencial hidrico caiu de -0,7 a -2,5 MPa, aproximadamente (Figura 4)
¢ a resisténcia estomatica aumentou expressivamente para a avaliacdo realizada

as 17 horas, nesse mesmo periodo (Figura 5B). Para as plantas sob suspensao
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total da irrigacdo, a atividade da SOD aumentou lenta e constantemente a partir
do inicio do experimento. Apds 15 dias de estresse, esse aumento foi mais
acentuado, coincidindo com o potencial hidrico préoximo de -2,5 MPa, e
aumentos bruscos na resisténcia estomatica e peroxidagdo lipidica. Nessas
plantas, a alta atividade da SOD parece participar eficientemente no controle da
peroxidacdo lipidica até os 15 dias de estresse, apesar do aumento de sua

atividade até os 21 dias.
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FIGURA 8. Atividade das enzimas SOD (A), CAT (B), APX (C) e GR (D), em mudas
de cafeeiro cv. Catuai IAC99 submetidas a trés regimes hidricos: CC (—e—), SG (- —
m— —) e ST (---A---). As barras representam o erro padrao da média de trés repeti¢oes.
UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Entre as varias enzimas envolvidas na elimina¢do das EROs, a SOD
pode ser considerada uma enzima chave, sendo, geralmente, a primeira linha de
defesa de encontro ao estresse oxidativo (Willekens et al., 1995: Asada, 1999).
Os resultados obtidos demonstram que o déficit hidrico induziu uma maior
atividade da SOD, que determina a concentragdo de O,* e H,0,, sendo central
nos mecanismos de defesa requeridos para prevenir a formagdo do radical OH®
(Gratao et al., 2005).

Embora a SOD faga parte do primeiro ajuste da tolerancia das plantas ao
estresse oxidativo, seu produto, o H,O,, ¢ também um radical livre tdo
prejudicial quanto o superoxido. De qualquer modo, maior grau de protecao
contra danos oxidativos deve requerer um rapido metabolismo de H,O, gerado
pela acdo da SOD.

Portanto, para o bom funcionamento da detoxificacdo de radicais livres,
enzimas subseqiientes do sistema antioxidante devem atuar em sincronia para
eliminar o H,O,, como a catalase (CAT) e a peroxidase do ascorbato (APX)
(Willekens et al., 1995; Asada, 1999). Verificou-se que, para as plantas, em
ambas as condi¢des de estresse, a CAT (Figura 8B) e a APX (Figura 8C)
apresentaram comportamento semelhante ao da SOD. Para as plantas em
suspensdo total da irrigagdo, observou-se elevada atividade a partir de 15 dias,
justamente quando ocorreram danos celulares, evidenciados pela peroxidagdo
lipidica. Nas plantas sob suspenséo gradual, os maiores danos foram observados
quando ocorreu queda abrupta no potencial hidrico entre 12 ¢ 21 dias.

A APX utiliza o ascorbato como doador especifico de elétrons para
reduzir o H,O, a &gua, gerando monodehidroascorbato. Este, por sua vez,
precisa ser regenerado novamente a ascorbato, a fim de manter o sistema
antioxidante ativo. Para isso, outras reac¢des enzimaticas estdo envolvidas,
intermediadas pela glutationa, a qual ¢ oxidada (Biemelt et al., 1998). A

manutenc¢do do pool de glutationa reduzida para o processo depende da atividade
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da redutase da glutationa (GR). Aqui, novamente, a GR apresentou padrdo de
atividade semelhante ao de outras enzimas (Figura 8D).

O aumento na atividade das enzimas verificado nas plantas que estavam
em suspensdo gradual ou total da irrigagdo se deve, provavelmente, a inducdo do
estresse oxidativo causado pela condi¢do de deficiéncia hidrica. Sabe-se que,
para o cafeeiro, potencial hidrico de -2,5 MPa ¢ considerado critico (Rena &
Maestri, 2000).

Cargnelutti (2007) verificou que a atividade da SOD variou em fung¢ao
da concentragdo ¢ do tempo de exposi¢cdo ao mercurio em plantulas de pepino,
nas quais plantulas com 10 e 15 dias de idade apresentaram a maior atividade da
SOD com 50 pM de HgCl, e a menor atividade foi observada com 250 uM de
HgCl,. Entretanto, a atividade da CAT caiu em todas as concentragdes de HgCl,
testadas.

De acordo com Zhang & Kirkham (1996), a capacidade de manutencao,
em niveis elevados, da atividade da SOD, da CAT e da APX, sob condigoes de
estresses ambientais, ¢ essencial para a manutencdo do equilibrio entre a
formagdo e a remog¢do do H,O, do ambiente intracelular. Segundo Cakmak &
Horst (1991), a reducdo na atividade da CAT e o aumento nas atividades das
peroxidases indicam que, em plantas mantidas sob condigdes de estresse, o H,O,
gerado ¢ mais consumido em processos oxidativos, como na peroxidagdo de
lipidios, do que eliminado do metabolismo.

A agfo dessas enzimas, além da atuagdo de substancias antioxidantes de
baixo peso molecular como o ascorbato, podem, efetivamente, eliminar, varrer e

imobilizar as EROs (Scandalios, 1993; Siegel, 1993).
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4.3.5 Teores de acido ascorbico e dehidroascorbato

Plantas mantidas na capacidade de campo mostraram pouca variagdo nos
teores de acido ascorbico e dehidroascorbato (Figura 9A e B) durante os
periodos de avaliacdo. Entretanto, plantas submetidas a suspensdo gradativa da
irrigagdo apresentaram um aumento expressivo de acido ascorbico a partir do
nono dia, tendo os maiores teores sido observados aos 18 e 21 dias. Para as
plantas em suspensdo total da irrigacdo, os valores encontrados foram
semelhantes aos do tratamento anterior, no entanto, houve uma queda aos 21
dias. Para os teores do dehidroascorbato, as plantas em suspensdo gradativa da
irrigagdo (Figura 9B) também apresentaram valores superiores ao verificado nas
plantas controle a partir do nono dia, entretanto, ndo apresentaram variagdes
entre os dias avaliados. Ja as plantas em suspensdo total da irrigacdo
apresentaram aumentos nos teores de dehidroascorbato em relacdao ao controle, a
partir do terceiro dia de estresse. Nessas plantas, os maiores teores foram
observados aos 15 e aos 18 dias, quando também apresentaram alta atividade da

enzima ascorbato peroxidase.
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FIGURA 9. Acido ascorbico (A) e dehidroascorbato (B) em mudas de cafeeiro cv.
Catuai IAC 99 submetidas a trés regimes hidricos: CC (m ), SG (m ) e ST ( = ). As
barras representam o erro padrao da média de trés repeti¢oes. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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A ativacdo de enzimas do sistema antioxidante interfere nos teores de
alguns compostos que participam dessas reagdes. O acido ascérbico, além de ser
um antioxidante ndo enzimatico, atua como coenzima da APX e, portanto, seu
contetido intercelular pode ser alterado em fungdo de um estresse. O mesmo
pode ocorrer com o dehidroascorbato, uma vez que ele ¢ o produto da reagdo
dessa mesma enzima (Asada, 1999).

O 4cido ascorbico € componente essencial de tecidos de plantas e tem
sido foco de numerosos estudos em relacao as oxidag¢des enzimaticas e nao
enzimaticas nos sistemas biologicos. Ele serve como um excelente antioxidante
e desempenha um papel fundamental na remog¢do do H,O, por meio do ciclo
ascorbato/glutationa e produz DHA (Jido & Wang, 2000; Sinha et al., 2005).

Cargnelutti (2007), estudando o efeito do metal mercurio no estresse
oxidativo em plantulas de pepino, verificou que os niveis de acido ascoérbico
aumentaram de maneira dose dependente. O acumulo maximo de acido
ascorbico foi observado nas plantulas tratadas com 500 uM de HgCl,, em 10
dias de exposigdo.

As EROs estdo envolvidas na oxidagdo do acido ascorbico para formar
dehidroascorbato, o qual ¢ regenerado posteriormente até acido ascorbico
novamente (Fridovich & Handler, 1961). Os antioxidantes, tais como o acido
ascorbico e a glutationa, que sdo encontrados em concentragdes altas (5-20 mM
e 1-5 mM, respectivamente) nos cloroplastos e outros compartimentos celulares,
sdo importantes para a defesa das plantas contra o estresse oxidativo (Zenk,

1996).
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4.4 Efeito da aplicacdo exdgena de acido ascdrbico, perdxido de hidrogénio
e &cido abscisico sobre os diametros polar e equatorial em estbmatos de

epidermes isoladas de folhas de cafeeiro

A incubagdo do tecido epidérmico em solugdo de 4acido ascérbico
promoveu abertura dos estdmatos para todas as concentragdes testadas, de
maneira dose dependente (Figura 10). Os estdbmatos comegaram a abrir uma hora
ap6s a incubagdo dos tecidos epidérmicos em solugdo de acido ascorbico 20
mM. Para as demais concentragdes, a abertura foi observada duas horas depois.
Ao final do periodo de sete horas de observacdo, os estdomatos de epidermes
incubadas com 1 mM de acido ascorbico apresentaram um incremento de,
aproximadamente, 15% na abertura estomatica, enquanto que, para as
concentracdes de 10 e 20 mM, esse aumento foi de 30%, aproximadamente.

Estes resultados podem ser observados na Figura 10B, na qual observa-
se que, apos cinco horas de incubagdo do tecido epidérmico em solucdo de acido

ascorbico 20 mM, praticamente todos os estdmatos encontravam-se abertos.
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FIGURA 10. (A) Efeito do acido ascorbico (m 1 mM), (m 10 mM) e (= 20 mM) na razdo
diametro polar/equatorial em estomatos de epidermes de cafeeiro. O tempo zero
representa o controle incubado em tampao por trés horas. (B) Fotomicrografia da
epiderme abaxial incubada por 5 horas em tampao contendo 20 mM de acido ascorbico.

As barras representam o erro padrdo da média de 50 estdmatos. UFLA, Lavras, MG,
2007.
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De maneira geral, ao contrario do efeito observado pela incubagdo de
tecido epidérmico em solugdo de acido ascorbico, o acido abscisico (ABA)
aumentou a relagdo entre DP e DE ja na primeira hora de incubagdo, o que
resulta em estomatos mais elipsoides, conseqiientemente mais fechados (Figura
11). Esse aumento na relagdo DP/DE foi praticamente linear ao aumento da
concentracdo do ABA no meio de incubagdo. Para as concentragdes de 25 ¢ 50
uM de ABA, foram verificados os menores aumentos, aproximadamente 10% e
12%, respectivamente, apos sete horas de observacdo, em relagdo ao controle.
Entretanto, o maior incremento foi verificado para a concentragao de 100 uM de
ABA, em que, apds sete horas de incubacdo, a relagdo DP/DE aumentou
aproximadamente 16% em relag@o ao controle. Esses resultados mostram que o
acido abscisico atuou no fechamento dos estomatos, em todas as concentragoes
testadas (Figura 11A e B).

O ABA, que ¢é extensamente aceito como sinalizador de estresse, induz
uma redu¢@o na abertura estomatica de maneira dose dependente (Schroeder et

al., 2001).
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FIGURA 11. (A) Efeito do ABA (m 25 uM), (m 50 uM) e (= 100 uM) na razdo diametro
polar/equatorial em estdmatos de epidermes de cafeeiro. O tempo zero representa o
controle incubado em tampao por trés horas. (B) Fotomicrografia da epiderme abaxial
incubada por 5 horas em tampao contendo 25 uM de ABA. As barras representam o erro
padrdo da média de 50 estomatos. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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O peroxido de hidrogénio (H,O,) também atua no fechamento
estomatico (Chen et al., 2003). As diferentes concentrag¢des testadas mostraram
uma resposta mais significativa que o ABA no fechamento dos estomatos e
todas elas, assim como o ABA, também promoveram aumentos na relagdo
DP/DE, uma hora apds o inicio de incubacdo (Figura 12). Com o tempo, 0s
estdmatos foram se fechando proporcionalmente a concentracdo de H,O,. Ao
final do periodo de sete horas de incubagdo, os estomatos sob efeito de 10 mM

de H,0O,; apresentaram um fechamento cerca de 25% maior que o controle.
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FIGURA 12. (A) Efeito do H,O, (m 0,01 mM), (m 0,1 mM), (= 1 mM) e (o 10 mM) na
razdo didmetro polar/equatorial em estdmatos de epidermes de cafeeiro. O tempo zero
representa o controle incubado em tampdo por trés horas. (B) Fotomicrografia da
epiderme abaxial incubada por 5 horas em tampao contendo 1 mM de H,0O,. As barras
representam o erro padrdo da média de 50 estomatos. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Esses resultados mostram que a aplicagdo exodgena desses compostos
interfere na abertura e no fechamento dos estdmatos, podendo a biossintese dos

mesmos estar relacionada a tolerancia ou a susceptibilidade a seca do cafeeiro.
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Segundo Rocha (2005), a razdo entre os diametros polar ¢ equatorial
fornece um bom indicativo do formato dos estomatos, na medida em que quanto
maior esta razdo, mais elipsoéide é o formato estomatico.

Algumas evidéncias tém sugerido que o H,O, desempenha um papel
intermedidrio comum e critico como sinalizador no fechamento estomatico
induzido pelo ABA. Zhang et al. (2001), estudando o efeito do ABA ¢ H,O, no
fechamento dos estdmatos em Vicia faba, verificaram que a aplicagdo exodgena
de H,0, promoveu o fechamento dos estomatos de maneira dose dependente,
tendo seu efeito na promogao do fechamento dos estomatos sido significativo em
uma concentra¢ao maior ou igual a 0,01 mM. Estes autores observaram, ainda,
que o maximo efeito no fechamento dos estomatos foi conseguido apds duas
horas de exposicdo ao H,0, na concentragio de 1 mM, onde, a abertura
estomatica foi 46% inferior ao valor do controle. Entretanto, para concentragdes
de H,O, menores ou iguais a 0,01 mM, seu efeito foi revertido quando os tecidos

epidérmicos foram lavados e incubados em agua.

4.4.1 Efeito do &cido ascorbico sobre o acido abscisico e peroxido de

hidrogénio

Como visto anteriormente, a incubagdo da epiderme em solugdo
contendo acido ascorbico teve um efeito positivo na abertura dos estdmatos; ja o
ABA atuou para promover o fechamento dos mesmos. A incubagdo das
epidermes em solugdo de acido ascorbico, trés horas apos a incubagdo em ABA
na concentragdo de 100 uM, reverteu o fechamento estomatico induzido por esse
ultimo (Figura 13). A melhor resposta na reversdo do fechamento estomatico
induzido por ABA foi observada para o tratamento 20 mM de acido ascorbico.

Os resultados mostram que apds o fechamento dos estomatos induzido pelo
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ABA, a exposicdo do tecido epidérmico ao acido ascoOrbico reverteu em

aproximadamente 20% o fechamento dos estomatos.
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FIGURA 13. Efeito de diferentes concentragdes de acido ascorbico (m 1 mM; m 10 mM
e = 20 mM) sobre o efeito do ABA 100 uM, na razdo diametro polar/equatorial em
estomatos de epidermes de cafeeiro. O tempo zero representa o controle (ABA 100 uM)

incubado por trés horas. As barras representam o erro padrdo da média de 50 estomatos.
UFLA, Lavras, MG, 2007.

A incubacdo das epidermes, por trés horas, em H,0,, seguida de sete
horas em éacido ascorbico, ocasionou uma queda na relacdo entre DP e DE
(Figura 14), como conseqiiéncia uma abertura dos estdmatos. De maneira geral,
a resposta foi dose dependente e crescente com o tempo de incubacdo. A
resposta do acido ascoérbico na concentragdo de 1 mM ao H,O, 0,01mM (Figura
14A) foi positiva somente cinco horas apds sua incubag¢do; ja para o H,O, 10
mM (Figura 14B), essa resposta foi observada somente na tltima avaliagdo.
Entretanto, as concentragdes 10 e 20 mM de acido ascorbico responderam ao
H,0, nas duas concentragdes a partir da terceira hora de incubag¢do. A maior

concentracdo de acido ascorbico, 20 mM, utilizada no meio de incubacéo,
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reverteu o fechamento estomatico em aproximadamente 20% para o H,O, 0,01

mM e 15% para H,O, 10 mM.
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FIGURA 14. Efeito de diferentes concentragdes de acido ascorbico (m 1 mM; m 10 mM
e = 20 mM) sobre o efeito do H,O,: A= 0,01 mM e B= 10 mM, na razdo diametro
polar/equatorial em estdmatos de epidermes de cafeeiro. O tempo zero representa o
controle (H,O, 0,01 ¢ 10 mM) incubado por trés horas. As barras representam o erro
padrdo da média de 50 estomatos. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Estes resultados mostram que concentragdes relativamente elevadas de
acido ascorbico na célula asseguram uma manutengdo estavel do estado redox
celular. Zhang et al. (2001) observaram que a aplicagdo de acido ascérbico e, em
seguida, do H,O, 10 uM, reverteu por completo o fechamento estomético

induzido pelo H,0,.
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4.5 Pulverizacdo foliar de &acido ascorbico e perdxido de hidrogénio em

mudas de cafeeiro em sala de crescimento

4.5.1 Resisténcia estomatica e transpiracéo

A resisténcia estomatica ndo teve diferenga para as plantas controle
durante todo o periodo das avaliagdes (Figura 15A). Por outro lado, a aplicagdo
exogena de H,O, nas plantas ocasionou um aumento da resisténcia estomatica a
partir da segunda hora da pulverizagdo, mantendo os estdmatos fechados até o
final do periodo de quatro horas de observagdo. J& a pulverizacdo das folhas com
acido ascorbico diminuiu a resisténcia estomatica, ou seja, promoveu maior
abertura dos estomatos na primeira hora de sua aplicagdo, em comparacdo as
plantas controle. Em seguida, a resisténcia estomatica aumentou, permanecendo
proxima aos valores encontrados para as plantas controle entre duas e trés horas,
chegando a valores proximos aos observados para as plantas pulverizadas com
H,0, na tltima avaliacao.

A taxa transpiratoria acompanhou o movimento estomatico, diminuindo
com o aumento da resisténcia (Figura 15B). Somente para as plantas controle,
nas quais a resisténcia estomatica n3o mostrou variagdo, a transpiragdo
apresentou uma elevagdo linear do inicio para o final das avaliagdes. A
transpiragcdo observada apos a pulverizacdo das plantas com H,O, teve um
comportamento inversamente proporcional a resisténcia estomatica, ou seja,
conforme aumentou a resisténcia estomatica, a transpiracdo diminuiu. Esse
mesmo comportamento foi observado apés a aplicagdo do acido ascorbico,
entretanto, ao contrario do H,O,, o 4cido ascorbico refletiu em aumentos da
transpiracdo na primeira hora da sua aplicacdo e, para os periodos posteriores,

houve ligeira diminuigdo.
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FIGURA 15. Efeito da pulverizagdo foliar de acido ascorbico e perdxido de hidrogénio
na resisténcia estomatica e taxa de transpiracdo em mudas de cafeeiro. Controle (—e—),
acido ascorbico (— —m— —) e peroxido de hidrogénio (---A---). As barras representam o
erro padrdo da média de trés repeti¢des. UFLA, Lavras, MG, 2007.

De maneira geral, observou-se que o H,O, teve maior efeito, tanto na
resisténcia estomatica quanto na transpiracao, duas horas apods a sua aplicacao;
para os periodos posteriores, seu efeito foi reduzido. J& o acido ascorbico foi
mais responsivo na primeira hora apos sua aplicagao.

A indugdo do fechamento dos estdmatos in vivo tem sido atribuida ao
acimulo de H,0, nas células-guarda, cuja produgdo ¢ ativada pelo acido
abscisico. Uma vez acumulado nas células, o H,O, ativa os canais de passagem
de calcio na membrana do vacuolo, aumentando a sua concentra¢do no citosol
(Kohler & Blatt, 2002), levando, com isso, a uma despolarizagdo das células-
guarda, efluxo de potassio, perda de turgor e, como conseqiiéncia, o fechamento
dos estdmatos (Schroeder et al., 2001).

Zhang et al. (2001), estudando o efeito do H,O, no fechamento
estomatico em Vicia faba, verificaram que a aplicagdo exogena de H,0,
promoveu o fechamento dos estomatos de maneira dose-dependente, observando

um fechamento 54% maior que o controle. Esses autores ainda observaram que a
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aplicacdo de acido ascorbico reverteu o efeito do fechamento estomatico

induzido pelo H,O,.

4.5.2 Atividade de enzimas do sistema antioxidante

De maneira geral, todas as enzimas do sistema antioxidante aqui
analisadas apresentaram o mesmo comportamento em relacdo ao controle
quando pulverizadas com H,O, (Figura 16). A atividade da SOD (Figura 16A),
CAT (Figura 16B), APX (Figura 16C) e GR (Figura 16D) aumentou a partir da
primeira hora de pulverizagdo, permanecendo até as quatro horas com valores
acima do observado nas plantas controles. Esse aumento era esperado para CAT
e APX, uma vez que o H,O, participa diretamente da reacdo dessas enzimas. Ao
mesmo tempo, a GR, por ser componente do ciclo do ascosbato/glutationa, tem
sua atividade aumentada, devido a sua atuag@o na reciclagem do ascorbato. Por
outro lado, como o H,0, é um radical livre, seu excesso poderia, indiretamente,
induzir a formagdo de superoxido e, conseqiientemente, uma maior atividade da
SOD.

Sob influéncia do 4cido ascorbico, a SOD e a GR permaneceram durante
todo periodo de avaliagdo com atividade proxima ao controle. Por outro lado,
CAT e APX mostraram atividades menores ao controle, a partir da primeira hora

de observacio.
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FIGURA 16. Atividade das enzimas SOD (A), CAT (B), APX (C) e GR (D) em mudas
de cafeeiro cv Catuai IAC 99 pulverizadas com acido ascorbico e peroxido de
hidrogénio. Controle (—e—), acido ascorbico (— —m——) e peroxido de hidrogénio (--- A-
--). As barras representam o erro padrio da média de trés repeticdes. UFLA, Lavras,
MG, 2007.

No sistema antioxidante, o acido ascorbico € utilizado pela APX para
converter HyO, a agua, e o ascorbato pode diretamente limpar os radicais
superdxido, hidroxila e o oxigénio singleto. Esses fatores podem explicar a
menor atividade das enzimas quando da aplicagdo do acido ascorbico.

Segundo Chen & Gallie (2004), mudangas diurnas no estado redox do
acido ascorbico e na concentracdo do H,O, sdo inversamente correlacionadas
sugerindo a possibilidade de um contrapeso, ou seja, a alteracdo na concentragao

de um afetaria a concentracao do outro.
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4.6 Pulverizacdo foliar de acido ascorbico e perdxido de hidrogénio em

mudas de cafeeiro em casa de vegetacgdo, sob diferentes regimes hidricos

Plantas cultivadas em diferentes regimes hidricos apresentaram
comportamento distinto para caracteristicas relacionadas ao movimento
estomatico quando pulverizadas com acido ascérbico e H,O, em relagdo ao
controle (Figura 17). Para as plantas em capacidade de campo, a pulveriza¢ao
com H,0O, promoveu aumento na resisténcia estomatica a partir das 16 horas,
quando comparadas ao controle. Quando aplicado acido ascorbico as 16 horas,
ou seja, duas horas apds o H,O,, esse aumento foi revertido. Ja a pulverizacao
com acido ascorbico, isoladamente, mostrou uma queda na resisténcia
estomatica uma hora apds sua aplicacdo, entretanto, perdeu seu efeito apds duas

horas. A transpiracdo correspondeu ao fechamento estomatico (Figura 17B).
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FIGURA 17. Resisténcia estomatica (A) e transpiragdo (B) em mudas de cafeeiro, sob
capacidade de campo, pulverizadas com diferentes solu¢des: —m— Controle (sem
pulverizacdo); A" H,O, (pulverizado as 14h); - - x - - HO, + Asc (H,0, pulverizado
as 14h seguido de acido ascorbico as 16h) e — —e— — Asc (pulverizado as 15h). As barras
representam o erro padrio da média de trés repeticdes. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Nas plantas em suspensdo gradual da irrigagdo, em que os estomatos
estavam mais fechados, o H,O, foi mais eficiente, aumentando trés vezes a
resisténcia até as 17 horas (Figura 18A). A aplicagdo de acido ascorbico apds o
H,0, reverteu sua acdo, voltando aos valores observados inicialmente. E,
isolado, teve efeito semelhante ao verificado nas plantas em capacidade de

campo.

160 -
(A)

140 - %

120 | )
= 100 | .
80 | 2
60 | //g\\
40,

20 T
0 ‘ 00 : : ‘

14 15 16 17 14 15 16 17
Hora do dia Hora do dia

)

Resisténcia estomatica
(s.cm

Transpirag¢do (ug.cm 2.s1)

FIGURA 17. Resisténcia estomatica (A) e transpiracdo (B) em mudas de cafeeiro, apds
12 dias de suspensdo gradativa da irrigacdo, pulverizadas com diferentes solugdes:
—m— Controle (sem pulverizagdo); A" HyO, (pulverizado as 14h); - - x - - H,O, +
Asc (H,0, pulverizado as 14h seguido de acido ascorbico as 16h) e — —e— — Asc
(pulverizado as 15h). As barras representam o erro padrao da média de trés repeticdes.
UFLA, Lavras, MG, 2007.

Apesar de apresentar um efeito semelhante ao dos outros regimes
hidricos para todas as pulverizagdes, verificou-se, nas plantas que estavam em
suspensdo total da irrigagdo, que o efeito do H,O, ndo foi tdo proeminente, uma
vez que os estdmatos ja estavam mais fechados em funcao da deficiéncia hidrica
(Figura 19A). Em contrapartida, o acido ascorbico foi eficiente na reversao da
acdo do H,0, e, quando aplicado isoladamente, manteve maior abertura

estomatica durante todo o periodo. A pulverizacgdo com dacido ascorbico,
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principalmente para as plantas em suspensdo total da irrigagdo, mostrou
expressivo aumento na transpiracdo, o que pode ndo ter sido um resultado

positivo para essas plantas, uma vez que a maior transpiracdo aumenta a perda

de agua.
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FIGURA 19. Resisténcia estomatica (A) e transpiracdo (B) em mudas de cafeeiro, apds
12 dias de suspensdo total da irrigagdo, pulverizadas com diferentes solugdes: —m—
Controle (sem pulverizacdo); A~ HyO, (pulverizado as 14h); - - x - - H,O, + Asc
(H,O, pulverizado as 14h seguido de 4acido ascorbico as 16h) e — —e— — Asc
(pulverizado as 15h). As barras representam o erro padrdo da média de trés repeticdes.
UFLA, Lavras, MG, 2007.

O ascorbato ¢ o mais abundante antioxidante encontrado nas plantas e
contribui para o estado redox da célula (Smirnoff, 2000), estando envolvido
diretamente no controle do movimento estomatico (Chen & Gallie, 2004). O
decréscimo em seu estado redox pela repressdo da expressdo da redutase do
dehidroascorbato aumenta o fechamento estomatico sob condi¢des normais de
crescimento, seguido de um estresse hidrico.

Chen et al. (2003) observaram que mudancas no movimento estomatico
estavam inversamente correlacionadas ao nivel de H,O, presente nas células-
guarda, o qual foi mais baixo em células-guarda com elevado estado redox de

ascorbato. O papel do ascorbato no funcionamento das células-guarda pode ser
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compreendido pela sua a¢do como limpador de H,O, uma vez que o balango
entre a produg¢do de H,O, e o estado redox do ascorbato estabelece qual a
concentracdo de H,O, pode provocar o fechamento dos estomatos.

De maneira geral, a pulverizagao das plantas com acido ascérbico, H,O,
e acido ascdrbico apds o H,O, ndo causou aumentos expressivos na atividade das
enzimas para o regime hidrico capacidade de campo, quando comparada a nao
pulverizagdo (Figura 20). Para o regime suspensdo gradativa, enquanto a
pulverizagdo com H,0, praticamente nao influenciou na atividade das enzimas,
a presenca do acido ascoérbico promoveu aumentos na atividade da SOD e da
APX. A GR mostrou aumento somente para a pulverizagdo de acido ascorbico
apos o H,O,. Para essas plantas, a reversio da ag¢do do H,O, com acido
ascorbico ou ele sozinho, ao promover maior abertura estomadtica, parece
aumentar a intensidade do estresse oxidativo, uma vez que as atividades da SOD
e da APX foram maiores que o controle ou que a pulverizacdo com H,0,,
respectivamente.

Para as plantas em suspensdo total da irrigacdo, novamente, o acido
ascorbico promoveu aumentos na atividade da SOD e APX (Figura 20A e C). A
pulverizagdo com H,0,, embora nio tenha sido tdo expressivo, apresentou
tendéncia a reduzir a atividade dessas enzimas. A CAT mostrou pequena
variagdo, apresentando diferenga somente entre a pulverizagdo com H,O, e com
acido ascorbico. Ja para a GR, observou-se maior atividade para a pulverizacdo
de acido ascorbico apos o H,O, e para o acido ascorbico isoladamente.

Esses resultados permitem sugerir que a atuagdo do H,O, exdgeno no
fechamento estomatico pode reduzir os danos causados pelo estresse,
apresentando efeito contrario ao do acido ascorbico. Dessa forma, o aumento do
estresse oxidativo pode estar diretamente relacionado a perda de dgua e uma
maior eficiéncia no fechamento estomatico pode permitir a tolerancia das plantas

por mais tempo, em condic¢des de deficiéncia hidrica.
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FIGURA 20. Atividade das enzimas SOD (A), CAT (B), APX (C) e GR (D) em mudas
de cafeeiro cv. Catuai IAC 99 submetidas a trés regimes hidricos: CC (capacidade de
campo); SG (suspensdo gradativa da irrigacdo) e ST (suspensdo total da irrigacdo) e
pulverizadas com diferentes solugdes apds dose dias de estresse: Controle (m); H,O, (m);
acido ascorbico duas horas apds o H,O, () e acido ascorbico (O). As barras representam
o erro padrdo da média de trés repeticdes. UFLA, Lavras, MG, 2007.

A relagdo entre os didmetros polar e equatorial para as plantas em
capacidade de campo, foi superior para a pulverizagdo com H,0,, quando essas
plantas foram comparadas as plantas controle ndo pulverizadas (Figura 21).
Quando pulverizadas com H,0, seguido de acido ascorbico, essas plantas nao

diferiram do tratamento controle. Para as plantas pulverizadas com &cido
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ascorbico, houve pequena redugdo na relagdo DP/DE, apresentando-se os
estdmatos mais abertos em relagdo aos demais tratamentos.

Para o regime de suspensdo gradativa da irrigagdo, plantas pulverizadas
com H,0; ndo diferiram do controle. Entretanto, quando pulverizadas com H,O,
seguido de acido ascorbico e somente acido ascorbico, principalmente,
observou-se um expressivo aumento na abertura dos estomatos observado pela
menor relacdo DP/DE. Resultado semelhante foi observado para as plantas em
suspensao total da irrigacdo. Isso mostra que, mesmo em condi¢do de estresse
hidrico, quando normalmente, os estdbmatos encontram-se mais fechados, o acido
ascorbico atua na abertura dos estématos.
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FIGURA 21. Relagdo diametro polar equatorial em mudas de cafeeiro cv Catuai IAC 99
submetidas a: CC (capacidade de campo), SG (suspensdo gradativa da irrigacdo) e ST
(suspensao total da irrigacdo) e pulverizadas com diferentes solugdes apds dose dias de
estresse: controle (m); H,O, (m); acido ascorbico duas horas apés o H,O, () e acido
ascorbico (O). As barras representam o erro padrao da média de 50 repeticdes. UFLA,
Lavras, MG, 2007.

Estudos prévios tém sugerido que o estresse oxidativo resultante da
exposi¢do ao H,O, tem um efeito marcado na abertura estomatica (McAinsh et
al., 2000; Pei et al., 2000). Entretanto, o acido ascorbico tem a habilidade de
atuar limpando o H,O,, cuja presenca induz o fechamento dos estomatos

(Schroeder et al., 2001; Chen et al., 2003).
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5 CONCLUSOES

Sob estresse hidrico, as mudas de cafeeiros mostraram uma eficiente
atividade do sistema antioxidante de modo a atenuar os seus efeitos.

O peroéxido de hidrogénio e o acido ascorbico exogenos aceleraram o
fechamento e abertura estomatica, respectivamente, principalmente em plantas

sob estresse hidrico.
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