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Resumo:

Plantas sujeitas a periodos de escassez de dgua t€ém seu crescimento ¢ produtividade prejudicados principalmente,
devido a restrigdo imposta a fixacdo fotossintética do CO,. Para o cafeeiro, o fechamento estomatico, que ocorre apos um
curto periodo de estresse hidrico, tem sido considerado como o indicador primario da falta de agua, juntamente com uma
queda na taxa fotossintética liquida. Ao mesmo tempo, a absor¢do do excesso de energia resultante do aumento na frago
do fluxo de fotons fotossintéticos que ndo foram utilizados na fotossintese nem dissipados como calor, promove aumentos
na formagdo de espécies reativas de oxigénio, desencadeando o estresse oxidativo. Neste contexto, objetivou-se avaliar a
capacidade antioxidante de mudas de cafeeiro submetidas a diferentes regimes hidricos. Para isso, mudas de cafeeiro
Coffea arabica, cultivar Catuai IAC 99, com 8 meses de idade foram submetidas a capacidade de campo (CC), suspensdo
gradativa da irrigacdo (SG) e suspensdo total da irrigagdo (ST). Avaliagdes do potencial hidrico foram realizadas na
antemanha (6h). A determinagdo da peroxidacdo lipidica e atividade das enzimas; dismutase do superdxido (SOD), catalase
(CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e redutase da glutationa (GR) foram realizadas em folhas coletadas as 17 h. A
peroxidagdo lipidica aumentou somente nas plantas que foram submetidas a ST, sendo esse aumento verificado a partir dos
15 dias do inicio do experimento e atingindo uma maior diferenca aos 21 dias. A atividade das enzimas aumentou com a
imposi¢ao do estresse, sendo mais expressiva nas plantas que tiveram a suspensdo total da irrigacdo. A imposi¢ao gradativa
do estresse hidrico influenciou em menor intensidade no estresse oxidativo.
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ANTIOXIDANT CAPACITY IN COFFEE PLANTS SUBMITTED TO DIFFERENT WATER
STATUS

Abstract:

Plants submitted to water limitation have their growth and productivity hampered mainly due the restriction
imposed by photosynthetic fixation of CO,. For coffee, the stomatic closure, that occur after a short period of water stress,
has been considered as a primary indicator of water deficit, jointly with a drop net photosynthetic rate. Concomitantly, the
uptake of excess of energy resulting from the increase in photosynthetic photon flux portion that were not used in
photosynthesis neither dissipated as heat, promoting the increases in species reactive to oxygen, triggering the oxidative
stress. For this purpose the present research aimed to evaluate the antioxidant capacity of coffee seedlings submitted to
different water status. For this purpose, Coffea arabica cultivar Catuai IAC 99, with 8 months old were submitted to field
capacity (CC), gradative suspension of irrigation (SG) and total suspension of irrigation (ST). Evaluations of water
potential activity were realized at 6h. The determination of lipidic peroxidation and the enzymes activities of superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and glutathione reductase (GR) in leaves were realized 17h.
There was an increase in lipidic peroxidation only in plants submitted in ST, being this increase verified since 15 days from
the experiment beginning and reaching the highest difference at 21 days. All enzymes activity increased with stress
imposition, being more expressive in plants with total water suspension. The gradative imposition of water stress
influenced in lower intensity than the oxidative stress.
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Introducdo

A falta de agua é um dos fatores ambientais que mais limitam o rendimento das culturas devido, principalmente, a
restri¢do imposta a fixagdo fotossintética do CO, e, conseqiientemente, ao crescimento das plantas.

Grande parte das regides produtoras de café no Brasil ¢ afetada por condigdes climaticas desfavoraveis onde ¢é
comum a ocorréncia de deficiéncia hidrica em fases fenologicas criticas do cafeeiro (DaMatta, 2004). As plantas sujeitas a
periodos de escassez de agua tém seu crescimento e produtividade prejudicados. Segundo Rena & Maestri (2000), a falta de
agua reduz a formagao de nos, o que implicara em menor nimero de flores e, conseqiientemente, de frutos e sementes.
Para o cafeeiro, o fechamento estomatico, que ocorre apds um curto periodo de estresse hidrico, tem sido considerado como
o indicador primario da falta de d4gua (Rena & Maestri, 2000), juntamente com uma queda na taxa fotossintética liquida. Ao
mesmo tempo, a absor¢do do excesso de energia resultante do aumento na fragdo do fluxo de fo6tons fotossintéticos que nao



foram utilizados na fotossintese nem dissipados como calor, promove aumentos na formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), como o superdxido (0O,"), peroxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila ("OH) e oxigénio “singlet”
(0,") desencadeando o estresse oxidativo (Asada, 1999; Lima et al., 2002). Dessa forma, a tolerancia da planta ao estresse
hidrico implica na eliminag¢do desses radicais pelo sistema antioxidante, que envolve um grupo de enzimas, dentre elas,
dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e redutase da glutationa (GR). A SOD ¢
considerada a primeira linha de defesa contra as EAOs, sendo responsavel pela dismutagido do O," para formar H,0, e O,
(Gratdo et al., 2005). A CAT, a APX e a GOPX sdo enzimas que catalisam a conversdo do H,O, a agua e O, (Igamberdiev
et al., 2002). A GR catalisa a redugdo dependente de NADPH da glutationa oxidada (GSSG) para a forma reduzida (GSH)
(Mullineaux et al., 1997). A APX e a GR, assim como a GSH, sdo importantes componentes do ciclo ascorbato-glutationa,
responsavel pela remog¢do do H,O, em diferentes compartimentos celulares (Foyer et al., 2005).

Em cafeeiros, foram verificados aumentos nas atividades da SOD, CAT e APX, mais expressivamente em um
clone tolerante a deficiéncia hidrica (Lima et al., 2002).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade antioxidante de mudas de cafeeiro submetidas a
diferentes regimes hidricos: capacidade de campo, suspensdo gradativa da irrigag@o e suspensao total da irrigagao.

Material e Métodos

Mudas de cafeeiro Coffea arabica, cultivar Catuai IAC 99, com 8 meses de idade, cultivadas em vasos de 3 litros
em casa-de-vegetacdo, foram submetidas a trés regimes hidricos: capacidade de campo (CC), suspensdo gradativa da
irrigacdo (SG) e suspensdo total da irrigacdo (ST). No inicio do estabelecimento dos regimes hidricos os vasos foram
pesados e mantidos na CC. A cada 3 dias os vasos submetidos a CC eram pesados e a agua perdida pela evapotranspiragao
reposta. Para o regime de SG, a reposi¢do foi gradativamente decrescendo, ou seja, os vasos eram pesados e a quantidade
de agua perdida era reposta sendo reduzida 20% a cada trés dias até chegar a suspensao total aos 15 dias apds o inicio do
experimento. Para o regime de ST, a agua foi totalmente suspensa a partir do primeiro dia do experimento.

O potencial hidrico (Yw) foi medido na antemanha (6 h) com uma camara de pressdo tipo Scholander. As folhas
para as analises bioquimicas foram coletadas as 17 h, congeladas em N, liquido e posteriormente armazenadas em freezer a
-80°C. Esse horario foi escolhido ap6s uma avalia¢do do perfil enzimatico diario das enzimas estudadas.

Para a extracdo das enzimas, duzentos miligramas de tecido foliar foram macerados em N, liquido acrescido de
50% de PVPP (Polivinilpolipirolidona) e homogeneizado em 1,5 mL do seguinte tampdo de extragdo: Fosfato de potassio
100 mM, pH 7,0, EDTA 0,1 mM e acido ascorbico 10 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 10 min a
4°C, o sobrenadante foi coletado e dessalizado em Coluna Sephadex G-25 (PD-10). A atividade da peroxidase do ascorbato
(APX) foi realizada segundo Nakano e Asada (1981), monitorando-se a taxa de oxidagao do ascorbato a 290 nm. A catalase
foi estimada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm durante 2 min em um meio de reagdo contendo fosfato de potassio
100 mM, pH 7,0, e H,O, 12,5 mM (Havir e McHale, 1987). Para a atividade da redutase da glutationa (GR), baseou-se no
método de Cakmak et al. (1993), monitorando-se a taxa de oxidacdo do NADPH, com decréscimo na absorbancia a 340 nm
por 2 min. A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorredugao do
azul de nitrotetrazolio (NBT) (Giannopolis e Reis, 1977), sendo as leituras realizadas a 560 nm. Uma unidade da SOD
corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredugdo do NBT nas condigdes de ensaio.

Resultado e Discusséo

A peroxidagdo lipidica ndo mostrou grandes variagdes entre os trés regimes hidricos estabelecidos (Figura 1).
Verificou-se apenas um aumento significativo para as plantas que tiveram a suspensdo total da irrigagdo (ST) somente a
partir dos 15 dias, atingindo uma maior diferenca aos 21 dias ap6s o inicio do experimento. Para as plantas onde a agua foi
suspensa gradativamente (SG) e também as mantidas na capacidade de campo (CC) ndo houve diferenga na peroxidagdo
lipidica durante o periodo experimental. Essa pequena diferenga na peroxidagdo lipidica, a qual é um indicativo forte de
estresse oxidativo, pode ser devido a alta capacidade das plantas em eliminar a causa, ou seja, as EROs (Bartosz, 1997).
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Figura 1. Peroxidagdo lipidica em plantas de cateeiro cv. Catuai submetidas a trés regimes hidricos: capacidade de campo

(CC, — & —), suspensdo gradativa da irrigagdo (SG, — - m - —) e suspensao total da irrigagdo (ST, --- A ---). A barra
indica o erro padrao da média de trés repetigdes.



Enquanto nas plantas que estavam em CC a atividade de todas as enzimas permaneceu constante durante o periodo
de avaliag@o, o estresse promoveu aumentos significativos, independente da forma de imposicdo (Figura 2). Foi observado
que a SOD, primeira enzima a atuar, realizando a dismutagdo do radical superoxido (O;") a perdxido de hidrogénio (H,0O,),
teve um aumento significativo a partir de 12 dias, tanto para as plantas que estavam em SG quanto em ST (Figura 2A). Aos
21 dias, houve uma redu¢@o na atividade da enzima nas plantas que estavam em ST, o que possivelmente acarretou em
maiores danos causados pela peroxidagao lipidica (Figura 1).

Embora a SOD faga parte do primeiro ajuste da tolerancia das plantas ao estresse oxidativo, seu produto, o H,O,, ¢
também um radical livre e seu acimulo € tdo prejudicial quanto o do superdxido. A eliminagdo do H,0O, pode ser realizada
tanto por catalases quanto por peroxidases (Asada, 1999; Willekens et al., 1995). No presente trabalho, a atividade da CAT
aumentou em relacdo ao controle, a partir de 9 dias nas plantas que estavam em ST e a partir de 15 dias naquelas que
estavam em SG (Figura 2B). A APX ja apresentou uma resposta ao estresse apds 3 dias de inducao (Figura 2C). O aumento
quase linear dessas duas enzimas a partir de 9 dias, principalmente para as plantas em ST, mostra uma grande capacidade
antioxidativa, permitindo as plantas tolerarem o estresse hidrico por periodos mais prolongados.

A APX utiliza ascorbato para reduzir o H,O,, e sua importancia na tolerancia ao estresse oxidativo ¢ muito
significativa. Sendo assim, o pool de ascorbato reduzido precisa ser restaurado para manter a atividade dessa enzima, o que
¢ realizado por um grupo de enzimas como redutase do monodehidroascorbato (MDHAR), redutase do dehidroascorbato
(DHAR) e redutase da glutationa (GR). Essas trés enzimas, juntamente com a SOD e a APX fazem parte da rota
ascorbato/glutationa (Asada, 1999). Da mesma forma que as outras enzimas estudadas, a GR também apresentou um
aumento em funcdo do tempo de estresse, sendo significativo a partir de 12 dias, tanto para as plantas em SG quanto em ST
(Figura 2D).
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Figura 2. Atividade das enzimas SOD (A), CAT (B), APX (C) e GR (D) em plantas de cafeeiro cv. Catuai submetidas a
trés regimes hidricos: capacidade de campo (CC, — ¢ —), suspensdo gradativa da irrigagdo (SG, — - m - —) e suspensdo
total da irrigac@o (ST, --- a ---). A barra indica o erro padrio da média de trés repetigdes.

De maneira geral, verificou-se que, nas plantas em que o estresse foi induzido gradativamente, aos 9 dias, quando
foi feita a irrigagdo de apenas 40% e o potencial hidrico estava em -0,66 MPa, os valores das atividades das enzimas
estavam proximos aos da CC. Ao mesmo tempo, nas plantas em ST o potencial hidrico ja alcancava -2,37 MPa e as
atividades da SOD, CAT e APX apresentaram-se superiores as das plantas que estavam em CC.



Em 18 dias de estresse, quando as atividades de todas as enzimas estavam com os valores mais altos, independente
da imposi¢do do estresse, o potencial hidrico ja alcancava -2,75 MPa, nas plantas em ST, ultrapassando o valor considerado
critico para o cafeeiro (-2,5 MPa). A imposicdo gradativa do estresse hidrico parece ter influenciado em menor intensidade
do estresse oxidativo no periodo estudado, uma vez que, a atividade de todas as enzimas se manteve inferior a das plantas
em ST e ndo houve diferengas na peoxidagao lipidica em relagdo a CC.

Aos 21 dias, todas as enzimas apresentaram uma pequena queda em suas atividades nas plantas que estavam sob
estresse, as quais refletiram em maiores danos @ membrana como pode ser observado nos dados de peroxidagdo lipidica
(Figura 1), principalmente nas plantas em ST.

Conclusdes

A atividade das enzimas do sistema antioxidante apresenta-se mais expressiva nas plantas que tiveram a suspensio
total da irrigacao.

A imposigao gradativa do estresse hidrico influenciou em menor intensidade no estresse oxidativo.
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