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RESUMO

Resposta antioxidativa de cafeeiros (Coffea arabica) expostos ao metal pesado cadmio

A contaminagdo ambiental por metais pesados € um sério problema enfrentado atualmente
pela humanidade, e tem causado grande preocupacdo, devido ao seu acumulo em plantas
cultivadas, podendo afetar a cadeia alimentar de homens e animais. O metal pesado Cadmio (Cd)
é um dos contaminantes mais difundidos no ambiente, devido as diversas atividades humanas, e
pode causar sérios danos ao metabolismo celular com a inibicdo de processos fisiologicos
importantes. Este trabalho teve como objetivo estudar a resposta do sistema antioxidante de
cafeeiros expostos as concentracGes de 15, 45 e 90 mg de Cd/planta. De acordo com os resultados
as plantas que receberam 90mg/planta de metal foram mais afetadas, apresentando altas taxas de
peroxidacao lipidica. As atividades das enzimas antioxidantes, superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa redutase (GR), foram reduzidas na presenca do metal em todas as
concentracdes de Cd utilizadas. Os resultados sugerem que o sistema antioxidante dessas plantas
responde conforme o tempo de exposicao ao metal e de acordo com a concentracéo.

Palavras-chave: Coffea arabica; Estresse oxidativo; Cadmio; Poluicdo ambiental
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ABSTRACT

Antioxidant response of coffee (Coffea arabica) exposed to the heavy metal cadmium

Environmental heavy metal contamination is a serious problem currently faced by
humanity and has caused great concern due to its accumulation in cultivated plants, being able to
affect human and animal’s food chain. The heavy metal Cadmium (Cd) is one of the most
widespread contaminants in the environment due to a variety of human activities and may cause
severe damage to the cellular metabolism through inhibition of important physiological
processes. This project aimed to study the antioxidative system response of coffee trees exposed
to concentrations of 15, 45 and 90 mg of Cd per plant. According with results obtained, plants
which received the higher concentration of Cd were more affected, showing great rates of lipid
peroxidation. The activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione
reductase (GR), were reduced in the presence of the metal for each Cd concentration used. The
results suggest that these enzymes respond according to time length of exposure and to the
concentration of metal used.

Keywords: Coffea arabica; Oxidative stress; Cadmium; Environmental pollution
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1 INTRODUCAO

O café ainda é, ao lado da soja e da cana-de-agucar, uma das mais importantes atividades
agricolas do Brasil, gerando ndo sé divisas ao pais, mas também um grande nimero de empregos,
quando é considerada toda a cadeia produtiva, do campo ao cafezinho no balcéo.

Com o0 aumento do crescimento dos centros urbanos seria natural esperar que as
contaminagdes por metais pesados comecgassem a se tornar uma preocupacdo mundial. Além
disso, a falta de legislacdo e de consciéncia social para o uso e descarte de alguns materiais com
alto conteudo de metais, como baterias comuns e fluidos de baterias de automoveis. A ciéncia
vem fazendo sua parte para controlar a quantidade de rejeitos da atividade antropogénica e uma
das areas de pesquisa que vem crescendo acentuadamente em todo 0 mundo é o uso de residuos
de esgoto, fonte rica de nutrientes e varios metais pesados. Paralelamente, 0 mundo comecgou a
prestar mais atencdo na quantidade de metais toxicos presentes em varios produtos alimenticios.
Além dos metais pesados estarem presentes nos alimentos, as plantas que os produzem passam a
sofrer os efeitos negativos sobre o crescimento e a producéo.

Aliado a esta tematica de contaminacdo ambiental, os residuos de esgoto comegaram a ser
empregados em cafezais , assim como ocorre em outras culturas, sem que Se saiba exatamente
como as plantas respondem e, principalmente, onde se acumulardo, bem como que efeito terdo na
qualidade final do produto (RIBEIRO et al., 2005).

Como consequéncia, os estudos sobre biorremediacdo, juntamente com estudos dos
mecanismos antioxidativos em plantas, tornou-se assunto prioritario de varios centros de pesquisa
e universidades. Estudos anteriores demonstraram que células de café em suspensdo expostas ao
metal pesado Cd responderam prontamente com o aumento da atividade das enzimas do sistema
antioxidativo (GOMES-JUNIOR et al., 2006b).

Em trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa foram avaliados diversos efeitos
desse metal no metabolismo antioxidativo de células de café em suspensdo. O projeto proposto
visou continuar estes estudos, entretanto, em plantas produzindo em condi¢Ges de campo, nas
quais se verificou a resposta antioxidativa pela analise da atividade das enzimas antioxidativas
envolvidas no sistema de defesa das plantas, além de danos celulares através da peroxidacdo de

lipidios.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metais Pesados

A contaminacdo de solos agricolas por metais pesados é um problema mundial.
Particularmente, a deposigdo de emissdes industriais de trafico, o uso excessivo de fertilizantes de
baixa qualidade e a aplicacdo de residuos biologicos como fertilizantes tém aumentado
substancialmente as concentracdes de metais no solo em grandes areas agricolas. O uso de solos
contaminados para a producdo de alimentos possui 0 risco de 0S contaminantes serem
transferidos para o alimento e criar riscos a saude humana e animal. Por outro lado, deixando-se
de cultivar em terras de pouco a medianamente contaminadas pode se estar desperdicando um
recurso natural precioso, dada a crescente escassez de solos agricolas férteis (FASSLER et al.,
2010).

O termo “metal pesado” ¢ usado para designar um grupo heterogéneo de elementos,
incluindo metais, semimetais e ndo metais (MALAVOLTA, 1994), geralmente associados com
poluicdo ambiental e toxicidade (GRATAO et al., 2005). Dentre estes elementos estdo nutrientes
essenciais as plantas, em baixas concentra¢des, como o Cu, Fe, Mn, Ni, Mo, Zn, e elementos ndo
essenciais ou que nao apresentam funcdo conhecida, caso do Al, Cd, Cr, Se, Hg e Pb (MELO et
al., 1997).

Os metais pesados liberados no ambiente terrestre tendem a se concentrar, especialmente,
no solo e sedimentos, que passam a se tornar um grande reservatorio disponivel para as raizes das
plantas, as quais sdo vulneraveis a variagfes na concentracao destes elementos. A disponibilidade
destes para as plantas é afetada por uma série de fatores, como a textura do solo, tipo de mineral
de argila, pH do solo, pH da agua, potencial redox e outros parametros fisiolégicos (PRASAD,
1995; MELO et al., 1997).

De todos os metais pesados poluentes, o Cd € um dos mais toxicos (CHEN; KAO, 1995;
BENAVIDES et al., 2005) para os seres humanos, animais e plantas, podendo se acumular no
corpo humano com uma meia vida excedendo a 10 anos (SALT et al., 1995), e 0 que tem
apresentado as mais altas taxas de emissdo nas Ultimas décadas (NASCIMENTO; PEREIRA,
1997; NAWROT et al., 2008). A maioria dos metais pesados é persistente no solo devido a sua

natureza imadvel, estando intimamente associados a terra e coldides organicos. Dentre os metais, 0
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cadmio é conhecido como sendo o de maior mobilidade e solubilidade em relagdo a muitos outros
metais nos solos (KASHEM et al., 2010).

Embora as plantas ndo necessitem de Cd para crescimento e reproducdo, o seu indice de
bioacumulacdo nas plantas € alto e pode exceder o de muitos elementos essenciais. Além disso,
mesmo quando em concentragfes ndo fitotoxicas na planta, pode gerar riscos a satde animal e
humana. Portanto, este metal € um dos metais mais importantes para se considerar em termos de
contaminacdo da cadeia alimentar (LIU et al., 2007).

Nas plantas, os sintomas gerais dos processos fisiologicos e metabolicos influenciados
pelas concentracfes toxicas de Cd sdo: inibicdo do crescimento radicular e da parte aérea
(BOUSSAMA et al., 1999), senescéncia acelerada nas folhas, redugéo do vigor e interferéncia no
processo de fotossintese (PRASAD, 1995), devido a alteracbes nas fungbes dos estbmatos, no
transporte de elétrons, no ciclo de Calvin, desordens na estrutura dos grana e na sintese de
clorofila (BARCELO et al., 1988). O Cd pode ainda provocar danos a transpiracio, translocagio
pelo floema, respiracdo, relacdes hidricas, reproducdo, mudancas em certas organelas,
rompimento estrutural e funcional das membranas celulares (PRASAD, 1995) e danos as raizes.
O aparecimento de coloracdo marrom-avermelhada nas margens das folhas e clorose
(SCHICKLER; CASPI, 1999), também tém sido apontados como 0s sintomas mais
caracteristicos de plantas intoxicadas por este metal (DAS et al., 1997), devido ao fato de que o
Cd facilmente interage e compete com o Fe (SALT et al., 1995), Ni (BACCOUCH et al., 1998) e
Cu (MOCQUOT et al., 1996) por sitios de absorcdo na membrana plasmatica (NASCIMENTO;
PEREIRA, 1997), suprimindo a absorcao desses elementos e induzindo a uma deficiéncia de Fe
neste 6rgao. Efeitos genéticos e citotdxicos também foram notados em plantas expostas ao metal,
onde o Cd inibiu a divisdo celular, promoveu alteragdes nos cromossomos (aberracfes
cromossdmicas) e induziu picnose nas células das raizes (DAS et al., 1997). Para maiores
informacdes e detalhes sobre os efeitos do Cd no metabolismo de plantas ver as revisGes
publicadas por Benavides et al. (2005) e Gratdo et al. (2005).
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2.2 Sistema Antioxidante

A presenca do oxigénio (O;) no ambiente celular constitui-se numa ameaca oxidativa
constante as suas proprias estruturas e processos devido ao seu potencial de agir como redutor
parcial e, assim, formar as espécies ativas de oxigénio (EAOs) (MALLICK; MOHN, 2000).

Os metais pesados, além de afetarem o crescimento e produgdo das plantas, podem gerar
um estresse oxidativo secundario, ou seja, desequilibrar a razdo entre EAOs e a defesa
antioxidante, levando ao dano oxidativo de macromoléculas e, eventualmente, de estruturas
celulares. Pela sua acéo tdxica e mutagénica nas celulas as EAOs sdo consideradas moléculas
perigosas. As células vegetais, em diferentes niveis, podem tolerar EAOs, tais como radicais
superéxido (O2™), peréxido de hidrogénio (H,0O,), radicais hidroxila (OH®) e oxigénio "singlet"
(*0,), através do aumento de mecanismos protetores endégenos envolvendo moléculas e enzimas
antioxidantes (ANGELOVA et al., 2000; TARCHOUNE et al., 2010).

A geracdo de EAOs faz parte do metabolismo aerébio normal, como nas reacdes
fotoquimicas da fotossintese e na cadeia respiratéria. Pode ser estimulada sob condic¢des abidticas
como frio, seca, sais, estresses provocados por poluentes do ar (0zénio e SO,), extremos de
temperatura e luminosidade, herbicidas (Paraquat, por exemplo) e metais pesados, e também
como resposta a estresses biodticos tais como o ataque de patégenos (BOWLER et al., 1994;
MALLICK; MOHN, 2000; PANDHAIR; SEKHON, 2006).

Para reduzir a concentracdo de metais pesados livres no citosol das células, as plantas
desenvolveram alguns mecanismos, 0s quais incluem: a compartimentalizacdo dos metais em
estruturas subcelulares, exclusdo e/ou diminuicdo do transporte através da membrana e a
formacéo de peptideos ricos em cisteinas, conhecidos como fitoquelatinas e metalotioneinas, que
podem complexar os metais (LOZANO-RODRIGUEZ et al., 1997). Além das fitoquelatinas e
metalotioneinas, outro mecanismo de defesa desenvolvido pelas plantas para tolerancia a
exposicdo aos metais pesados é a producdo de um sistema oxidante de defesa, que inclui
componentes de baixa massa molecular tais como glutationa e um sistema de enzimas
antioxidantes capazes de remover, neutralizar ou limpar radicais livres, e que inclui as enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa redutase (GR) (SCANDALIOS, 1993;
2005).
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Assim, o0 estudo da atividade enzimatica serve como um critério de avaliacdo da
fitotoxicidade de metais pesados em plantas (MENCH et al., 1994). Uma vez sabendo-se a via
preferencial de desintoxicacdo destes metais em plantas pode-se tracar estratégias de estudo e
melhoramento genético, como por exemplo, a manipulacdo de enzimas que possam condicionar
tanto sensibilidade como toleréncia a metais em diferentes cultivares. Em todos esses casos, 0
pardmetro bioquimico a ser analisado poderia ser relativo aos niveis de atividade de enzimas
antioxidantes, como CAT, SOD e GR, e enzimas do metabolismo do nitrogénio, como glutamina
sintase e glutamato sintetase (GARG et al., 2009).

2.2.1 Superoxido Dismutase (SOD)

A SOD (1.15.1.1) foi isolada e caracterizada a partir de uma ampla variedade de
organismos. Esta presente em organismos aerdbios e anaerobios facultativos, e caracteriza um
grupo de metaloenzimas que catalisam a formacédo de perdxido de hidrogénio a partir de radicais
superéxido (O, %), consumindo-0s, portanto, e assim, livrando as células do risco de oxidacgao por
esses radicais. A SOD é a primeira enzima de defesa contra danos provocados por EAOs nas
células (SCANDALIOS, 2005; FOYER; NOCTOR, 2005):

0, "+ 0, "+ 2H"— O, + H,0,

Classificam-se em classes: uma com Cu(ll) mais Zn(ll) no sitio ativo (Cu/ZnSOD), outra
com Mn(lll) (MnSOD), uma terceira com Fe(lll) (FeSOD), e uma quarta com Ni(ll/lll)
(NiSOD). As Cu/zZnSODs sao geralmente encontradas no citosol de células eucaridticas, em
cloroplastos, e em alguns procariotos; as MnSODs sdo encontradas em procariotos e
mitocondrias; as FeSODs sdo encontradas geralmente em procariotos, algas e em alguns
cloroplastos de plantas superiores; e as NiSODs foram encontradas em Streptomyces
(SCANDALIOS, 2005).

O balanco entre as atividades da SOD e APX ou CAT nas células é crucial para a
determinacdo dos niveis de radicais superoxido e peroxido de hidrogénio. Este balanco,
juntamente com o seqestro de ions metalicos, é importante para prevenir a formacao do radical
hidroxila, altamente toxico, através das reacGes de Haber-Weiss (metal-dependente) ou de Fenton
(MITTLER, 2002).
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2.2.2 Catalase (CAT)

A catalase (EC 1.11.1.6.) é uma oxidoredutase, tetramérica constituida por 4 grupos heme
que estd presente em todas as células de plantas, animais e microorganismos aerdbios
(SCANDALIOS, 1990; 2005) localizando-se no citoplasma, nas mitocéndrias, peroxissomos de
folhas e glioxissomos (FRUGOLI et al., 1996; BATKOVA, et al., 2008). A CAT ¢ um dos
catalisadores mais ativos produzidos na natureza e € capaz de decompor H,O, a uma taxa
extremamente réapida, correspondendo a uma atividade catalitica de cerca de 10’min™.
Dependendo da concentragdo de H,O, a enzima exerce uma funcdo dupla (peroxidativas e
cataliticas). Em baixas concentrac¢fes (<1uM) de H,O,, a CAT age “peroxidativamente”, ou seja,
uma variedade de doadores de hidrogénio (por exemplo, etanol, acido ascorbico) pode ser
oxidada da seguinte forma:

RH; + H,O, > R + 2H,0

Ja em altas concentracdes de substrato a CAT decompde o peroxido de hidrogénio toxico
a uma taxa extremamente rapida utilizando a reagdo “catalitica” na qual o H,O, age tanto como
aceptor como doador de moléculas de hidrogénio (SCANDALIOS et al., 2005):

2H,0, — 2H,0 + O,

Segundo Mittler (2002) a diferenga de afinidade entre a Ascorbato Peroxidase (APX)
(faixa de uM) e a CAT (faixa de mM) pelo H,0, sugere que elas pertencam a duas classes
distintas de enzimas responsivas ao H,O,: APX pode ser responsavel pela fina modulacdo das
EAOs para sinalizacdo, enquanto CAT pode ser responsavel pela remocdo do excesso de EAOs
durante o estresse.

A CAT é Unica dentre as enzimas que degradam H,O,, pois ndo consome equivalentes
redutores celulares, além de possuir um mecanismo muito mais eficiente para remover o peroxido
de hidrogénio formado nas células sob condi¢es de estresse. Apresenta uma alta constante de
Michaelis e, portanto, ndo é facilmente saturada por substrato (SCANDALIQOS, 2005).

2.2.3 Glutationa Redutase (GR)

A enzima GR (1.6.4.2) é uma flavoproteina que catalisa a reducdo NADPH-dependente da

glutationa oxidada (GSSG) a sua forma reduzida (GSH), a qual € um importante metabdlito no



20

combate as EAOs (particularmente O, e H,0,) via o ciclo Halliwell-Asada (GRATAO et al.,
2005). A GSH participa do ciclo do ascorbato-glutationa, da manutencéo de grupos sulfidrila de
cisteina, do armazenamento do enxofre reduzido, e serve como substrato a reacdo da glutationa-
S-transferase (NOCTOR et al., 2002; FOYER; NOCTOR, 2005).

A GR é de ocorréncia quase universal, sendo amplamente distribuida entre procariotos e
eucariotos, desde bactérias heterotrdéficas e fotossintetizantes até plantas e animais superiores
(NOCTOR et al., 2002). Atua na seguinte reacao:

NADPH + H* NADP*

\ O o
GSSG —» GSH

2.3 Metais e cafeeiros

A espécie Coffea arabica, oriunda da Etiopia, € largamente plantada no Continente
Americano, sendo o Brasil o pais que tem a mais extensa area de cultivo (TOLEDO FILHO et al.,
2002), onde se adaptou a diferentes condi¢des de clima e solo. O cafeeiro é uma planta que leva,
em média, dois anos para completar seu ciclo fenoldgico, cuja caracteristica € a alternancia entre
0 processo vegetativo e o reprodutivo (CAMARGO; CAMARGO, 2001).

Ainda que para varias espécies vegetais de interesse esteja sendo publicado um volume
muito grande de estudos enfocando o efeito do Cd, ainda ha muito para se pesquisar sobre o
efeito deste metal em cafeeiros. Muitos estudos tém sido dedicados a interferéncias dos metais
pesados em processos fisiologicos associados com o crescimento e desenvolvimento das plantas.
Além disso, a producéo econdmica e crescimento de plantas sdo significativamente prejudicados
quando estas crescem em solos contaminados com metais pesados (CHAOUI et al., 1997;
SMIRI, 2009).

Como o uso de adubos organicos em cafezais é uma préatica rotineira no programa de
fertilizacdo, tém-se feito muitas especulacdes quanto aos efeitos, nas plantas, de residuos
industriais e urbanos. Estes residuos podem conter concentracdes altas de certos metais pesados,
tais como cadmio, niquel, cromo, chumbo, cuja solubilidade aumenta em pH &cido. Embora haja

algumas publicacdes referindo-se aos problemas de toxidez de metais em solos acidos para
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muitas espécies de plantas cultivadas, sdo relativamente poucos os trabalhos publicados sobre o
efeito toxico desses elementos em cafeeiros (PAVAN; BINGHAN, 1982; MAZZAFERA, 1998).

Abreu et al. (2005) estudaram o nivel de alguns metais pesados em 13.416 amostras de
solo de 21 estados brasileiros, sendo 58% delas originarias do estado de S&o Paulo, e verificaram
as seguintes faixas de variagdo: Cd 0,00-3, 43; Cr, 0,0-42,9; Ni, 0,00-65,1; Pb, 0,00-63,9. Estes
solos eram em sua maioria cultivados e entre eles, 2.29%, 0.35%, 0.19% e 19.6% estavam acima
dos niveis de solos referéncias (ndo cultivados) em relacdo a Cd, Cr, Ni e Pb, respectivamente.
Segundo os autores, o alto nivel de Cd, Cr e Ni em alguns solos estaria relacionado ao uso de
residuo de esgoto tratado. O café estava entre as culturas que tiveram o solo amostrado. Os
autores concluiram que as contaminagfes acima dos niveis normais eram resultado da acéo
antropogénica.

Martins et al. (2005) empregaram lodo de esgoto na fertilizacdo de plantas de café
avaliando, em seguida, a qualidade da bebida. Os autores ndo encontraram alteracbes na
qualidade da bebida. Entretanto, ndo foram realizadas avaliagdes sobre o acimulo dos metais
toxicos na planta, principalmente nos graos. Conseqlientemente, uma boa pergunta € se em solo
contaminado, os frutos poderiam reter grande quantidade de metais.

Um estudo conduzido com mudas de café Catuai Vermelho (C. arabica) que receberam
biosolidos, desde sua formagdo, mostrou que Cr, Co, Ni, Pb, Cu e Zn acumulam principalmente
nas raizes, enquanto Mn acumula nas folhas (FRANCO et al., 2004). Gomes-Junior et al. (2006b)
utilizando células de café em suspensdo expostas ao metal pesado Cd, demonstrou que este era

rapidamente absorvido pelas células e acumulado em altas concentragdes.

Alyssum maritimum, uma planta hiperacumuladora de Ni e Cd, em presenca de Ni, exibiu
um tipico mecanismo de defesa antioxidante, elevando a atividade das enzimas SOD, ascorbato
peroxidase (APX) e GR (SCHICKLER; CASPI, 1999). Em plantas de feijdo, algumas enzimas
antioxidantes sdo ativadas em resposta ao estresse oxidativo induzido por Cd (CHAOUI et al.,
1997). A atividade da peroxidase aumentou em plantas jovens de milho tratadas com Cd
(LAGRIFFOUL et al., 1998). Cakmak e Marschner (1992) estimaram que sob condicGes
normais, em cloroplastos ndo estressados, a fotorreducdo do oxigénio molecular varia entre 5 % a
27 % do fluxo total de elétrons. Porém, radicais livres podem se tornar altamente destrutivos para

células e tecidos se sua produgéo néo for controlada (RICE-EVANS et al., 1991).

Enzimas antioxidantes também foram estudadas em plantas de ervilha submetidas a acéo
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do herbicida paraquat. Este herbicida interrompe o transporte de elétrons na fase fotoquimica da
fotossintese e, conseqlientemente, havera produgdo de EAO, uma vez que o sistema ndo consegue
dissipar totalmente a energia via fotofosforilagédo ciclica. Observou-se aumento nas atividades de
GR, APX e diferentes isoformas de SOD (Mn-SOD, Cu/Zn-SOD e Fe-SOD) nas folhas da
cultivar que apresentava grande resisténcia a este herbicida (DONAHUE et al., 1997).

Do ponto de vista do produto final, ou seja, a bebida preparada a partir de gréos de café
torrados e moidos, o estudo da influéncia dos metais pesados também é de suma importancia.
Pesquisa conduzida nos laboratérios do CSIRO-Austrdlia (Commonwealth Scientific and
Industrial Research Organisation) mostrou que café preparado com dgua contaminada com metais
pesados tinha menos desses metais. Devido a alta capacidade do p6 de café se ligar aos metais,
parte destes ficava retida no coador, junto com o pd. A justificativa para tal seria de que as
paredes celulares da semente de café seriam bastante carregadas negativamente, se ligando aos
metais.

Muitos aspectos da fisiologia do cafeeiro apresentados na literatura sdo contraditorios,
outros sdo ainda obscuros, o que demanda um maior nimero de pesquisas para sua elucidacéo
(CHAVES FILHO, 2007). Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo
do metal pesado cadmio, em diferentes concentraces, no sistema antioxidante de folhas de

cafeeiros adultos em producéo.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Genética e Bioquimica de Plantas do
Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade

de Séo Paulo (ESALQ-USP) e no Departamento de Fisiologia Vegetal do IB/Unicamp.

3.1 Material vegetal

Foram utilizadas plantas com aproximadamente cinco anos de idade da espécie C. arabica
cv Obatéd IAC 1669-20, instaladas no campo experimental do Departamento de Producéo Vegetal
da ESALQ-USP. O solo da area experimental é classificado como Nitossolo Vermelho
Eutroférrico, latossolico, textura argilosa, A moderado. A conducdo da cultura como adubacao,
controle de pragas e doencas, foi feita de acordo com as técnicas agrondmicas indicadas para a
cultura. As plantas foram implantadas com espacamento de 3,4 m x 0,9 m na respectiva area, cuja

declividade é, em média, 2%.

3.2 Modelo experimental

Segundo Abreu et al. (2005) ndo existem para os solos brasileiros niveis definidos de
contaminacdo por metais pesados. Assim, estes autores agruparam seus dados de forma
comparativa com solos que ainda ndo haviam sido cultivados, logo, sem acdo antropogénica. A
projecdo da copa, no solo, de cada planta de café corresponde a, aproximadamente, 1,5 m?. Como
se pretende que o metal se movimente até a profundidade de 0,5 m, na zona de maior
concentracdo de raizes dessas plantas (GINDEL, 1961; HUXLEY et al., 1974), o volume de solo
serd igual a 1,5 m*® (3,0 m? x 0.5 m). Cada tratamento sera composto por cinco plantas, de acordo
com a figura 1. Admitindo que o nivel fitotoxico de Cd varia de 5 a 30 mg/kg de solo
(ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000), foram feitos os calculos seguintes:

Nivel fitotdxico de Cd: 5 a 30 mg/kg de solo

Quantidades usadas: Cd — 22,5, 67,5 e 135 mg/kg (CdSO4 — massa = 208,47 / massa Cd = 112,4)
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Considerando-se que o espacamento é de quase 1 m entre plantas, largura de saia de 1,5 e
profundidade de 0,5 m, totalizando 750 m* (=750 Kg), cada planta recebeu:

Nivel 1 =16,88 g = 11 g de Sulfato de Cd (3 x 11 g)
Nivel 2 = 50,63 g = 99 g de Sulfato de Cd (3 x 33 g)
Nivel 3 =101,25 g = 198 g de Sulfato de Cd (3 x 66 Q)

Controle _Espagador_ Cadmio - 1 Nivel 1 Declividade

do terreno

Linha espacadora

__Espacador cadmio - 2 Nivel 2
__Espacador Cadmio - 3 Nivel 3 |

Figura 1 - Esquema de distribuig8o das plantas no campo. Cada quadrado representa 5 plantas. Os niveis 1,

2 e 3 correspondem as doses de 15, 45 e 90 mg/kg de solo ou g/planta

As aplicacdes e as coletas foram feitas de acordo com o esquema abaixo, sendo a primeira
em 15 de dezembro de 2007, a segunda em 15 de fevereiro de 2008 e a terceira em 15 de marco
de 2008. Para isto, cada quantidade de cada metal foi diluida em 10 L de &gua, sendo distribuidos
uniformemente 5 L de cada lado da plantas, sobre o solo sob a copa do cafeeiro. A aplicagéo foi
feita lentamente permitindo-se que a solucéo infiltra-se no solo evitando escoamento. Para evitar
a contaminacdo de metais entre os tratamentos, foram dados espacamentos consideraveis entre as

plantas.
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dez 07 fev 08 mar 08 abril 08
Aplicacdol Aplicacdo 2 Aplicaggo3 | = -
Coleta 1 Coleta2 | - Coleta 3
L Metal
Metal Bioguimica (tempo1) | Biogquimica (tempo 2)
Solo Solo
Molecular

ORGANIZACAO DAS COLETAS

* - para metal coletar folhas

Coletar folhas do 3° ou 4° par de folhas

As folhas devem ser de ramos na por¢do média da planta

** - para bioquimica coletar folhas

Coletar folhas do 3° ou 4° par de folhas

As folhas devem ir para N, liquido

As folhas de enzimas vo para -80°C

*** . para molecular coletar folhas e frutos

Coletadas folhas novas, ou seja, do primeiro par e imediatamente em N,
Em laboratdrio devem ir para -80°C

**** _ para solo

Coletar 3 amostras de cada tratamento, entre as plantas 1 e 2,3e4,e4e5

3.3 Coletas

3.3.1 Andlise de solo

As amostras de solo foram coletadas, no inicio e final do experimento em ambos os lados
das plantas, com trado para profundidades 0-5 cm, 5-15 cm, 15-25 cm, 25-50 cm e 50-100 cm.
Apo6s secagem do solo em estufa a 60°C e a passagem por peneira 20 mesh, o solo foi
encaminhado ao Centro de Solo do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) para a

determinagéo de Cd (mg dm™).

3.3.2 Andlise de metal em folhas e ramos

A cada més durante 0 ano, a contar da primeira aplicacdo de metais, foram amostrados
ramos e folhas de ramos do terco médio, sendo elas do primeiro (folhas novas) e do terceiro par
de folhas. Os ramos e folhas foram coletados e secos em estufa a 60°C por uma semana. Depois
foram moidas em moinho de facas, passadas por peneira (35 mesh), homogeneizadas e
armazenadas em frascos plasticos em dessecador até analises no ICP-OES.

Foi realizada uma digestdo nitro-perclorica segundo Malavolta et al. (1997). Mediu-se

250mg de material seco e moido e colocou-se em tubo. Posteriormente, adicionou-se 2,5 mL de
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acido nitrico concentrado sob temperatura ambiente. Apds o0 repouso por uma noite, 0s tubos
foram aquecidos em bloco digestor (80-100°C) por aproximadamente 3 horas e 30 minutos, para
evaporar 0 &cido nitrico. Em seguida, foi adicionado 500 uL de &cido perclérico concentrado
(72%) e a temperatura foi gradativamente aumentada até atingir 200°C, prosseguindo a digestdo
até a dissipacao de vapores emanados do tubo. Posteriormente, foram adicionados 25 mL de agua
ultrapura e realizadas as leituras.

As concentracGes de Cd foram determinadas em fotometro de absor¢do atdmica com
chama Perkin Elmer — modelo 3110, equipado com lampada catodos oco de cadmio, com
comprimento de onda de 229 nm, fenda 0,7 nm, corrente de ldmpada 4 mA e chama de ar e
acetileno. Os valores de concentracdo foram expressos em mmol por grama de tecido seco.

As andlises foram realizadas no Centro de Solos do Instituto Agronémico de Campinas
(IAC), Brasil.

3.3.3 Atividades enzimaticas e outras analises bioquimicas

Foram coletadas 4 folhas de 4 ramos do terco médio das plantas (3° ou 4° pares),
coletando folhas de 5 plantas, imediatamente acondicionadas em nitrogénio liquido e

armazenadas em freezer -80°C até o processamento.

3.3.4 Anélises moleculares

Foram coletadas 15 folhas novas do terco médio de cada planta e 30 frutos de cada planta
e imediatamente congelados em N, liquido e depois armazenado em freezer -80°C. As folhas
novas foram escolhidas por apresentarem maiores quantidades de mRNA. A extracdo de RNA
total nos materiais selecionados foi feita com reagente Trizol da Invitrogen e a primeira fita de
cDNA foi obtida usando-se kit da Boehringer Mannheim — “1st Strand cDNA Synthesis Kit for
RT-PCR (AMV)” e o primer B26 (FROHMANN et al., 1988). Para a producdo de cDNA o RNA
foi quantificado por UV em 260nm e também em gel de agarose e coloracdo com brometo de
etidio. Para controle, foi usado nas reaces de RT-PCR um gene house-keeping de actina de café,
que vem sendo empregado no laboratério correntemente. As analises de expressao de genes

codificando para enzimas antioxidativas foram feitas por RT-PCR semiquantitativo (MELO;
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MAZZAFERA, 2004). Para isto, fez-se o estudo de todas as sequéncias encontradas no banco
EST-Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/) para as enzimas que se pretendia

avaliar.

3.4 Extracdo e determinacdo da concentracdo de proteinas totais

As amostras de cada tratamento foram maceradas em mortar com nitrogénio liquido até
formar uma farinha, onde posteriormente foi adicionado o tampé&o de extracdo (1 g de tecido/ 3
mL de tampdo), conforme a composic¢édo abaixo. O homogeneizado foi centrifugado a 10000 rpm
por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado, passado por coluna PD-10 (Sephadex G-25)
para retirar compostos fendlicos, dividido em aliquotas e estocado em freezer —80°C até o

momento das analises.

O uso da coluna PD-10 foi essencial a qualidade tanto dos extratos para a quantificacao de
proteinas como para a determinacao da atividade de algumas enzimas, como é o caso da Catalase.
Sua atividade ¢ determinada por espectrofotometria a 240nm, a mesma faixa de comprimento de
onda dos fendis. Deste modo, foi eliminada qualquer interferéncia destes compostos sobre a
atividade da CAT.

A concentracdo das proteinas totais foi determinada segundo o método de Bradford
(1976), utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”) como padrdo, por espectrofotometria
(Beckman, modelo J2-MC) a 595 nm.

Tampéo de extracdo: Tampéo tris-HCI 100 mM (pH7,5), acrescido de 7% sacarose, 14 mM f-

mercaptoetanol, 250 mM &cido ascorbico, 20 mM DTT, 1% albumina bovina, 20 mM
metabissulfito sodio, 200 mM tetraborato de sodio, 10% PVPP.

Outros tampdes foram testados para o processo de extracdo das proteinas totais do
material vegetal, tendo como parametro a oxidacdo das amostras apds a extracdo e a quantidade
de proteinas extraidas para cada um deles, determinada de acordo com Bradford (1976). A seguir,

a composicdo de todos os tampdes testados:
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Tampdo 1: Tampdo fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,5); suplementado por 1 mM EDTA, 3 mM
DTT, 5% PVPP. Este tampdo ndo foi eficiente para o processo de extragéo, pois a oxidacdo das

amostras foi elevada.

Tampéo 2: Tampdo fosfato de potéassio 100 mM (pH 7,5); suplementado por 1 mM EDTA, 2 mM
B-mercaptoetanol, 5% PVPP. Embora a oxidagdo ndo tenha sido tdo rapida, também ocorreu.

Tampdo 3: Tampdo fosfato de sédio 100 mM (pH 7,0); suplementado com 2% de &cido
ascorbico, 5 mM de DTT, 5 mM de PMSF e 10% PVPP. O homogeneizado foi filtrado em gaze
e centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C.

Tampao 4: Tampao fosfato de sédio 100 mM (pH 7,0); suplementado por 2% acido ascérbico e
20% PVPP. O extrato foi mantido durante 30 minutos a 4°C com agitacdo ocasional. Ap06s
centrifugacdo a 13000 rpm, por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi recuperado e dessalinizado
em PD-10 Sephadex G-25, usando 50 mM de fosfato de sddio pH 6,0 para eluir as proteinas. Para
1 g material, foram utilizados 10 mL do tampé&o.

Tampdo 5: Tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) contendo 2% é&cido ascorbico, 100 mg
PVPP e 14 mM [-mercaptoetanol. ApoOs agitacdo por 10 minutos em banho de gelo o
sobrenadante foi filtrado em coluna PD-10 Sephadex G-25. A eluicdo das proteinas foi feita com
tampéo fosfato 0,025 M pH 6,0.

Tampdo 6: Tampéo tris-HCI 100 mM (pH 7,5), acrescido de 7% sacarose, 14 mM f-
mercaptoetanol, 250 mM a&cido ascorbico, 20 mM DTT, 1% albumina bovina, 20 mM
metabissulfito sodio, 200 mM tetraborato de sddio, 10% PVPP. Também foram testados

detergentes como o tween 80 e triton x100, e 10 mM KCI ou MgCl..

Tampdo 7: Tampéo tris-base 100 mM (pH 7,0), 250 mM sacarose, 10% glicerol, 100 mM KCI, 5
mM EDTA. Na hora do uso foram adicionados: 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 0,4% PVPP e 0,3%
BSA. Foi mantida a proporgcdo de 1:1 entre amostra (g) e tampdo (mL). Os extratos foram

centrifugados a 3000 rpm, por 10 minutos, a 4°C.
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Os melhores tampdes, quanto a auséncia de oxidacdo do material vegetal foram o0 3, 5 e 6.
Para o tampdo 6, foram encontradas maiores quantidades de proteina solUveis totais, porém a
duvida era a possivel influéncia do &cido ascérbico nas quantificacdes das atividades enzimaticas
de APX e GR, ja que o mesmo é utilizado como um dos substratos nas analises, e ainda também
uma possivel influéncia da albumina bovina na quantidade de proteinas quantificadas. Por estas
razBes, foram elaborados 4 testes de extracdo de proteinas e oxida¢do com o tampéo 6, que se

seguem abaixo:

Testes Acido ascorbico Albumina bovina
A Composicdo completa do tampéo
B Auséncia Auseéncia
C Auséncia Presenca
D Presenca Auséncia

Nos testes B e C houve oxidacdo do material vegetal, devido a auséncia do é&cido
ascorbico no meio de extracdo, 0 que ndo ocorreu nos testes A e D. Portanto, concluiu-se que o
acido ascorbico era essencial para a prevencdo da oxidacdo do material, devido ao seu carater
antioxidante. Ja a albumina, parece néo ter influenciado a qualidade das extracbes. Como seu uso
é atribuido a maior estabilidade das proteinas e ao bloqueio da acdo das proteases sobre as

proteinas de interesse, ela foi mantida na formulagéo do tampéo.

3.5 Gel SDS-PAGE

A eletroforese em sistemas SDS-PAGE é empregada em estudos de proteinas, o qual
utiliza um agente dissociante para desnatura-las em subunidades. O agente dissociante
comumente utilizado é o detergente idnico dodecil sulfato de sédio (SDS). A mistura de proteina
é desnaturada pelo aquecimento, na presenca do SDS e mercaptoetanol, cuja funcdo é quebrar as
ligacOes dissulfeto (LAEMMLLI, 1970).

As proteinas das amostras bacterianas foram separadas utilizando o sistema Mini Protean
Il da Bio-Rad. A concentracdo do gel foi de 10% de poliacrilamida. Para a confeccdo de um
mini gel foi utilizado 2,5 mL de uma solucdo 40% de acrilamida (Sigma), 2,5 mL de tampéo
TRIS 2,9 M, pH 8,9 e 5 mL de &4gua e 100 uL de SDS 10%. Como catalisadores foram utilizados



30

19 uL de TEMED e 25 uL de persulfato de aménio (1%). Apds a polimerizacdo desse gel de
resolucgéo (cerca de 30 minutos), foi aplicado o gel de empacotamento segundo o protocolo: 500
uL de acrilamida, 1,25 mL tampdo TRIS 500 mM, pH 6,7 e 2,75 mL de agua e 50 uL de SDS
10%. Para a polimerizacdo foram utilizados 10 uL de TEMED e 50 uL de persulfato de aménio
(1%).

A eletroforese foi conduzida a temperatura ambiente em corrente constante de 15
mA/placa. O tampdo de corrida (5X concentrado) contém 25 mM TRIS, pH 8,3 acrescido de 192
mM de glicina e 1% de SDS 10%.

O tampdo de amostra contém 3 mL de agua destilada, 1 mL de tampdo de
empacotamento, 1,6 mL de SDS (10%), 400 uL de solugdo 0,5% de azul de bromofenol e 400
uL de mercaptoetanol.

Para cada gel foram aplicados 4 pL de padrdo BenchMark - Protein Ladder — Invitrogen e
20 pg de proteina por canaleta . Os géis foram corados com uma solucdo de Comassie Blue (0,5 g
de Comassie Blue R-250 em 500 mL de solucdo descorante) por 12 horas e posteriormente
repassados para a solucdo descorante (400 mL de Metanol p.a., 70 mL de acido acético glacial,
completando o volume para 1000 mL de agua destilada), até a perfeita visualizacdo das bandas.

Os géis foram documentados no Image Scanner — Amersham Biosciences.

3.6 Peroxidacéo Lipidica

O dano oxidativo aos lipideos foi estimado pelo contetdo de substancias reativas com o
acido 2-tiobarbitirico (TBA), expresso na forma de malondialdeido (MDA), obtido por
espectrofotometria a 535 e 600 nm, adaptado de Heath e Packer (1968). Foram macerados 300
mg de material fresco em nitrogénio liquido até a textura de p6 fino e homogeneizados em 3 mL
de uma solucdo 0,1% TCA, na presenca de 4% de PVPP. A seguir, o homogenato foi
centrifugado a 10000 rpm por 12 minutos 250 puL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL da
solugédo contendo 20% TCA + 0,5% TBA e a mistura foi aquecida a 95°C por 30 minutos. Apés
resfriamento em banho de gelo por 10 minutos, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por
10 minutos e as leituras foram realizadas a 535 e 600 nm. A concentragédo de MDA, em nmol/g

massa fresca, foi calculada de acordo com o coeficiente de extin¢do da reacao:
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nmol MDA = [(Asss-As00)/155000]*10°

nmol MDA/g MF = (nmol MDA)/0,3

3.7 Atividade da Superdxido Dismutase - SOD

A atividade da SOD foi determinada unicamente em gel ndo denaturante (PAGE).

3.7.1 Atividade em PAGE

A eletroforese em PAGE (12%) foi realizada nas mesmas condi¢cdes como descrito para
CAT (item 3.6.2). Para cada gel foram aplicadas amostras de padrdo de SOD de figado de boi —
Sigma (2 unidades) e 20 ug de proteina dos extratos protéicos. Apds a separacdo das proteinas
por eletroforese, a atividade de SOD foi determinada de acordo com Gomes-Junior et al. (2006b).

Os geis foram lavados rapidamente em &gua deionizada e incubados no escuro a
temperatura ambiente em uma mistura de reacdo contendo 50 mM de tampao fosfato de potassio
pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05 mM riboflavina, 0,1 mM nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,3%
TEMED. Ao final de 30 minutos, a mistura de reacdo foi removida, os géis foram enxaguados
com &gua deionizada e colocados sob iluminacdo por alguns minutos até o desenvolvimento de
bandas brancas sob fundo roxo. Nestas condi¢fes ocorre a fotoxidagdo do gel, propiciando a
formacdo de uma coloracdo plrpura e as bandas correspondentes a atividade de SOD
permanecem sem se fotoxidar, promovendo uma revelacdo negativa, assim como para CAT. A
fotoxidacdo foi interrompida mergulhando-se o gel em solucdo de acido acético (7%) por 15

minutos. Os géis foram documentados no Image Scanner — Amersham Biosciences.

3.7.2 Determinacéo das isoformas de SOD

Para a determinacgéo das isoformas de SOD foi realizada uma eletroforese com 300 pg de
proteina da amostra tratada com Cd que mais apresentou bandas no gel de atividade de SOD e de
uma amostra controle, nas mesmas condig¢des descritas anteriormente para SOD (item 3.7.1). Ao

final da eletroforese, o gel foi dividido verticalmente em trés partes. A primeira parte foi mantida
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a 4°C em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8. A segunda foi imersa em 100 mL do
mesmo tampé&o contendo 2 mM de KCN e 0,0292 g de EDTA. A terceira, imersa em 100 mL do
referido tampé&o contendo 5 mM de H,0, e 0,0292 g de EDTA. Todos os passos descritos foram
realizados no escuro.

Apo6s 20 minutos nestas solugdes, os géis foram submetidos a revelagdo com NBT e
riboflavina, como citado anteriormente no item 3.7.1. Ao final da revelacdo, foi analisada a
presenca ou auséncia de bandas no controle, e nos tratamentos com KCN e H,0,. As isoformas
foram ent&o classificadas como MnSOD, FeSOD ou Cu/ZnSOD. MnSOD é resistente a ambos
os inibidores (KCN e H,0;), FeSOD é resistente ao KCN e inibida por H,0, e Cu/ZnSOD é
inibida por ambas as substancias (AZEVEDO et al., 1998).

3.8 Atividade da Catalase - CAT

A atividade da CAT foi determinada por espectrofotometria e em gel ndo denaturante
(PAGE).

3.8.1 Atividade em espectrofotémetro

A atividade da CAT foi determinada como descrito por Kraus et al. (1995) com algumas
modificacbes conforme Azevedo et al. (1998).

Em espectrofotdmetro Perkin ElImer — Lambda 40, a catalase foi determinada a 25°C em
solucéo contendo 1 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 uL de perdxido de
hidrogénio (solugdo de 0,25%) preparada imediatamente antes do uso. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de 25 pL de extrato protéico e a atividade determinada seguindo-se a decomposi¢do de
peroxido de hidrogénio (H,O2) por 1 minuto, através das altera¢es na absorbancia a 240 nm. Os

resultados foram expressos em pmol/minuto/mg de proteina.
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3.8.2 Atividade em PAGE

A atividade de CAT em PAGE ndo denaturante foi determinada através dos extratos
protéicos, cujas proteinas foram separadas por eletroforese em gel 12%. Foi utilizado o sistema
Mini Protean Il da Bio-Rad. O gel possui espessura de 1,5 mm, altura de 6,5 cm e largura 7,3
cm. Para a confeccdo de um mini gel foi utilizado 3,0 mL de uma solucéo 40% de acrilamida
(Sigma), 2,5 mL de tampédo TRIS 3 M (hidroximetil)-aminometano (pH 8,9) e 4,5 mL de agua
destilada. Como catalisadores foram utilizados 19 uL de TEMED e 25 uL de persulfato de
amonio (1%).

Apbs a polimerizacao desse gel de resolucao (cerca de 30 minutos), foi aplicado o gel de
empacotamento segundo o protocolo: 500 uL de acrilamida, 1,25 mL tamp&o TRIS 500 mM, pH
6,7 e 2,75 mL de &gua. Para a polimeriza¢do foram utilizados 10 uL de TEMED e 50 uL de
persulfato de amonio (1%).

A eletroforese foi realizada a 4°C em corrente constante de 15 mA/placa. O tampéo de
eletrodo foi TRIS 25 mM, pH 8,3 acrescido de 192 mM de glicina - 5X concentrado, sendo
diluido para 1X e reutilizado até 2 vezes. Para cada gel foram aplicadas amostras de padrdo de

CAT de figado de boi — Sigma (2 unidades) e 20 ug de proteina dos extratos protéicos.

A revelacdo para a atividade de CAT foi realizada ap6s a lavagem do gel por 45 minutos
em &gua deionizada (3 x 15 minutos) e incuba¢do do mesmo por 10 minutos em 0,003% de
H,O,, a temperatura ambiente, com agitacdo suave e constante. Apos este periodo, o gel foi
rapidamente lavado em agua deionizada e colocado por 10 minutos em uma solucdo de FeCl;
1% (p/v) e KsFe(CN)s 1% (p/v) sempre com agitacdo suave. Em seguida, a solucéo foi retirada e
o0 gel lavado com agua. A fixacdo foi realizada com uma solucéo de acido acetico (7%) por 15

minutos. Os géis foram documentados no Image Scanner — Amersham Biosciences.

3.9 Atividade da Glutationa Redutase — GR

A atividade da GR foi determinada por espectrofotometria e em gel ndo denaturante
(PAGE).
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3.9.1 Atividade em espectrofotdmetro

A atividade da Glutationa Redutase foi determinada como descrito por Gomes-Junior et
al. (2006b), com algumas modificaces.

Em espectrofotdmetro Perkin EImer — Lambda 40, a GR foi determinada a 30°C em uma
mistura de reacao consistindo de 1 mL tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 1
mM de DTNB (2-acido nitrobenzoico), 1 mM de GSSG (glutationa oxidada) e 0,1 mM NADPH.
A reacdo foi iniciada pela adicdo de 30 uL de extrato protéico. A atividade da GR foi estimada
pela redugdo de glutationa oxidada acompanhada por monitoramento na alteragdo da absorbancia
a 412 nm por 1 minuto. Os valores de atividade foram expressos em umol/minuto/mg de
proteina.

3.9.2 Atividade em PAGE

Foi realizada a eletroforese em PAGE ndo-desnaturante (12%) nas mesmas condi¢cOes
como descrito para CAT (item 3.9.1.2). Para cada gel foram aplicadas amostras de padrao de GR
de figado de boi — Sigma (1 unidade) e 20 ug de proteina dos extratos protéicos.

Apbs a separacdo das proteinas por eletroforese, a atividade de GR foi determinada como
descrito por Lee & Lee (2000). Ap6s a corrida, os géis foram lavados em agua deionizada (2 x 15
minutos) e incubados a temperatura ambiente por 30 minutos em uma solucdo de 0,25 M de TRIS
em pH 7,5, 10 mg MTT; 10 mg DPIP; 3,4 mM GSSG (glutationa oxidada) e 0,5 mM NADPH
para 50 mL de agua. O gel foi lavado rapidamente em agua deionizada e a reacao foi fixada em
solucéo de acido acético (7%) por 15 minutos. Os géis foram documentados no Image Scanner —

Amersham Biosciences.

3.10 Anélise Estatistica

Para a analise dos dados quantitativos foi realizada analise de variancia e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan (5%). A homogeneidade de variancias foi
verificada pelo teste de Bartlett (BARTLETT, 1937) e a normalidade dos residuos pelo teste de
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Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965). Os dados de CAT, GR e MDA foram transformados
com X%¥ (X+1)**, (X+0,5)°°, respectivamente. Todas as anélises foram feitas usando o

software R (http://www.r-project.org/).



http://www.r-project.org/
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4 RESULTADOS

4.1 Analise de solo

A andlise de solo mostrou nitidamente que houve aumento da concentracdo de metal no
solo e que este incremento foi crescente & medida que se aumentou a dose do metal aplicada
(Tabela 1). Foram realizadas analises em dezembro de 2007 — antes da aplicacdo do metal — e em

abril de 2008 — um més apds a ultima aplicacéo.

Tabela 1 - Teor de Cd no solo antes e ap6s a aplicacdo (profundidade de 0-20 cm)

Cd pg/g massa seca
Tratamento Dezembro 2007 Abril 2008
Controle (0) <0,001 0,2
15 g Cd/planta <0,001 37,8
45 g Cd/planta <0,001 96,7
95 g Cd/planta <0,001 1243

4.2 Quantificagédo de metal em folhas e ramos

De acordo com a tabela 2 pode-se observar que o Cd ndo acumulou nas folhas, mas

somente nos ramos, sendo este de forma muito similar para todas as concentracfes do metal.

Tabela 2 - Teor de Cd nas vérias partes da planta

Cd pg/g massa seca

Tratamento Dezembro 2007 Abril 2008

folhas -=* --*

Controle (0) —— <04 <0,4

15 g Cd/planta |__folhas -* —*
ramos <04 450+3.11

45 g Cd/planta |__folhas -* -—*
ramos <04 4,47 + 292

95 g Cd/planta |__folhas —* —*
ramos <04 6.35+ 1.06

* abaixo do limite detectavel
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As anélises foram realizadas em dezembro de 2007 — antes da aplicacdo do metal — e em
abril de 2008 — um més ap0s a Ultima aplicacéo.

4.3 Aspecto visual das plantas

A figura 2 mostra as plantas em janeiro de 2009. As plantas tratadas com 90g/planta de
Cd apresentavam sintomas de alta toxicidade ap6s 10 meses de finalizada a ultima aplicacéo do
metal. Os sintomas eram de murcha apical e morte de folhas, descendo pelo perfil das plantas. As

plantas de 45¢g/planta de Cd comecaram a apresentar 0s mesmos sintomas alguns meses depois

das plantas da maior dose.

Controle

15 g Cd/planta

45 g Cd/planta

90 g Cd/planta

Figura 2 - Aspecto visual das plantas de café no campo tratadas com Cd em trés doses crescentes, em janeiro de 2009
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4.4 Peroxidacdo Lipidica

Deste ponto em diante sera feito referéncia ao tempo 1 e tempo 2, dezembro de 2007 e
abril de 2008 respectivamente, sendo que no tempo 1 as plantas haviam recebido 2/3 da
quantidade de metal proposta inicialmente e, no tempo 2 havia 1 més que receberam a quantidade
total proposta.

4.4.1 Quantificacdo de malondialdeido (MDA) em espectrofotémetro

De acordo com a quantificacdo de um dos compostos formados durante a peroxidacéo
lipidica, 0 malondialdeido (MDA), os tratamentos com Cd apresentaram altos danos oxidativos
(Figura 3). Néo foi observada diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
de Duncan entre os tratamentos no tempo 1, enquanto que no tempo 2 as concentragdes de 15 e
90g Cd/planta se mostraram maiores que o0 controle.

140 -

120 -
100 - b
80 ~

60 -

nmol MDA/g MF

40 -

20 4

0_—I—I—I—I

Controles 15 45 90

Figura 3 — Quantidade de MDA (nmol/g massa fresca) para os tratamentos de concentracdes 0, 15, 45 e 90 g
Cd/planta. Tempo 1 — fevereiro de 2008 e Tempo 2 — abril de 2008. Médias com a mesma letra nao

diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. CV: 13,0%
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4.5 Proteinas
4.5.1 Quantificacdo de proteinas em espectrofotdmetro
Os teores de proteina sollveis totais ndo apresentaram diferengas significativas a 5% de

probabilidade pelo teste de Duncan entre as doses e seus controles tanto no tempo 1 como no
tempo 2 (Figura 4).

16 ~
B Tempo 1

14 4 B Tempo 2
ab

12

10 A bcd bed
bed cd

Proteinas solUveis totais (mg/g MF)

Controles 15 45 20

Figura 4 — Teor de proteina (mg/g massa fresca) para os tratamentos de concentragdes 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta.
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. Tempo 1 —
fevereiro de 2008 e Tempo 2 — abril de 2008. CV: 28,2%

4.5.2 Perfil protéico em SDS-PAGE

Na analise de SDS-PAGE do tempo 1 (Figura 5) ndo foram observadas alteracbes nos
tratamentos em relacdo aos controles. Ja o gel do tempo 2 (Figura 6) apresentou leves mudancas
no perfil protéico de intensidade de bandas. As bandas | e Il, de aproximadamente 55kDa e
25kDa respectivamente, apresentaram reducdo de intensidade, principalmente para a
concentragdo intermediaria de Cd, entretanto, a banda Il, com efeito mais pronunciado nas trés

concentragdes de Cd em relagéo aos controles.
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Figura 5 — Proteina em gel SDS-PAGE para o tempo 1 (fevereiro de 2008). Padrdo (P) BSA; 0, 15, 45 e 90

representam as concentrages 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta.
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Figura 6 — Proteina em gel SDS-PAGE para o tempo 2 (abril de 2008). Padrdo (P) BSA; 0, 15, 45 e 90 representam

as concentraces 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. As setas representam as alteragbes observadas
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4.6 Andlise das enzimas antioxidantes
4.6.1 Atividade da SOD em PAGE

A SOD ¢ considerada a primeira linha de defesa contra as EAOs agindo contra o radical
superdxido, transformando-o em H,O, e H,O. A SOD foi analisada através de gel de
poliacrilamida ndo denaturante (PAGE).

Foram observadas 7 isoformas ativas de SOD em todas as amostras, sendo a isoforma | de
menor atividade em relacdo as demais independentemente dos tratamentos (Figuras 7 e 8). A
Unica diferenca nitida ocorreu no tempo 2, em que a isoforma IV foi inibida nas plantas que
receberam Cd (Figura 8).

As isoformas 1, Il e I11 foram classificadas como MnSOD (resistentes a presenca de KCN
e H,0,) e as demais isoformas como FeSOD (resistentes a KCN e inativadas na presenca de

H,0,) como apresentado nas figuras 9 e 10.

< vV
‘Q VI
VII
Figura 7 — Atividade especifica de SOD em PAGE no tempo 1 (fevereiro de 2008). Padréo (P) SOD bovino; 0, 15,

45 e 90 representam as concentrac@es 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. As setas representam as isoformas de
SOD
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Figura 8 — Atividade especifica de SOD em PAGE no tempo 2 (abril de 2008). Padréo (P) SOD bovino; 0, 15, 45 e
90 representam as concentracdes 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. As setas representam as isoformas de SOD

P 1 2 3
<= MnSOD

Figura 9 — Determinacéo das isoformas de SOD em PAGE. Padrdo (P) SOD bovino; (1) tratamento sem Cd; (2)
tratamento sem Cd + H,0, e (3) tratamento sem Cd + KCN (abril de 2008)
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<= MnSOD

Figura 10 — Determinacéo das isoformas de SOD em PAGE. Padrdo (P) SOD bovino; (1) tratamento com Cd 90 g
Cd/planta; (2) tratamento com Cd + H,0; e (3) tratamento com Cd + KCN (abril de 2008)

4.6.2 Atividade da CAT em espectrofotdmetro e em PAGE

A CAT esta localizada nos peroxissomos e metaboliza o H,O, em O, e H,O. A atividade
desta enzima foi estudada em gel de poliacrilamida ndo denaturante (PAGE) e em
espectrofotémetro, e o calculo baseado na quantificagdo de proteinas totais.

Conforme o teste de Duncan a 5% de probabilidade para a analise de atividade enzimatica
de CAT todas as concentragbes de Cd diferiram do controle no tempo 1, porém todas elas
apresentaram atividades de CAT semelhantes. No tempo 2 observou-se menor atividade nos
tratamentos em relagdo ao controle, entretanto esse efeito foi mais pronunciado para a menor
dose, diferindo das demais (Figura 11).

Para a atividade da CAT em PAGE (Figuras 12 e 13) foi observada a presenca de apenas
uma isoforma ativa (1) no tempo 1 e, o surgimento de outra isoforma (I) somente nos controles

no tempo 2. Além de reducdo na intensidade da banda (1) das plantas tratadas com Cd.
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Figura 11 — Atividade especifica de CAT (umol/min/mg proteina) para os tratamentos de concentragdes 0, 15, 45 e

90 g/planta de Cd. Médias com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade. Tempo 1 — fevereiro de 2008 e Tempo 2 — abril de 2008. CV: 41,73%

Figura 12 — Atividade especifica de CAT em PAGE no tempo 1. Padrdo (P) CAT bovino; 0, 15, 45 e 90 representam
as concentracdes 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. Tempo 1 — fevereiro de 2008 e Tempo 2 — abril de 2008. As

setas representam as isoformas de CAT



46

Figura 13 — Atividade especifica de CAT em PAGE no tempo 2. Padrdo (P) CAT bovino; 0, 15, 45 e 90 representam
as concentracdes 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. Tempo 1 — fevereiro de 2008 e Tempo 2 — abril de 2008.
As setas representam as isoformas de CAT

4.6.3 Atividade da GR em espectrofotdmetro e em PAGE

A GR age de forma indireta no combate as EAOs, através do ciclo Halliwell-Asada,
regenerando a glutationa reduzida (GSH) a partir de sua forma oxidada (GSSG).

Para a atividade de GR no tempo 1 n&o se verificou diferencas significativas com o teste
de Duncan a 5% de probabilidade entre controle e tratados com Cd, enquanto que no tempo 2
todas as concentragdes diferiram do controle, porém néo entre si (Figura 14).

Para a atividade da GR em PAGE no tempo 1 (Figura 15) foi observado a presenca de
duas isoformas (11 e I1I) tanto nos controles como nos tratamentos com Cd, enquanto no tempo 2

(Figura 16) observou-se o surgimento de uma terceira isoforma (1) somente nos controles.
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Figura 14 — Atividade especifica de GR (umol/min/mg proteina) para os tratamentos de concentragdes 0, 15, 45 e 90
g/planta de Cd. Médias com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade. Tempo 1 — fevereiro de 2008 e Tempo 2 — abril de 2008. CV: 7,79%

P 0 0 0 15 45 90
< |l

Figura 15 — Atividade especifica de GR em PAGE no tempo 1 (fevereiro de 2008). Padrdo (P) GR bovino; 0, 15, 45
e 90 representam as concentrac@es 0, 15, 45 e 90 g/planta de Cd. As setas representam as isoformas de
GR
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P 0 0 0 15 45 90
Figura 16 — Atividade especifica de GR em PAGE no tempo 1 (fevereiro de 2008). Padréo (P) GR bovino; 0, 15, 45

e 90 representam as concentracdes 0, 15, 45 e 90 g/planta de Cd. As setas representam as isoformas de
GR

4.7 Analises moleculares

Como resultado de analises prévias a tabela abaixo resume todas as seqiéncias de genes
identificados (contigs) formados de CAT, SOD e GR.



Tabela 3 - Contigs das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GR
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Localizacao

Pares de bases e
aminoacidos (aa)

Catalase

1479 pb [492 aa]
1479 pb [492 aa]

Superoxido Dismutase

Cu/Zn - citoplasmatica
Cu/Zn - citoplasmatica
Mn - mitocondrial
Cu/Zn - cloroplastidial
Fe — cloroplastidial

Cu/Zn - citoplasmatica

459 [152 aa]
459 [152 aa]
687 [228 aa]
675 [224 aa]
816 [271 aa]
492 [163 aa]

Glutationa Redutase

Contigs Total de Reads
Contig CAT1 301
Contig CAT2 47
Contig SOD2 52
Contig SOD3 18
Contig SOD4 23
Contig SOD5 24
Contig SOD6 25
Contig SOD7 4

Contig GR1 17
Contig GR2 3

870 [289 aa]
876 [291 aa]

Abaixo estdo os pares de primers desenhados com base nas anélises acima e usados nas

analises por RT-PCR semiquantitativo. As sequéncias de cada gene ndo serdo apresentadas por

inteiro por simplesmente ainda ndo poderem ser liberadas pelo Consércio Café, que coordena o

programa EST-Genoma Café. Os nimeros indicam os genes identificados. Por exemplo, GR1

significa o primer do contig 1 para esta enzima.

Glutationa Redutase

GR1-F 5’>-CTCGGACAAACATACCTAGC-3’
GR1-R 5’-GACCACACATAGATGCTCCT-3’
GR2-F 5’-TGGACGGTTTCTCTCATATC-3’
GR2-R 5’>-TTTATGGCCTGTTCTTCAGT-3’
Superdxido Dismutase

SOD2-F 5’-AAGGCTGTTGCAGTTCTTAG-3’
SOD2-R 5’-TGAGTTCATGTCCTCCTCTC-3’
SOD3-F 5’-TGTTAAGGGCACCATCTACT-3’




50

SOD3-R 5’-ACCATGGACAACTACAGCTC-3’
SOD4-F 5’>-TACGTCACCAATTTCAACAA-3’
SOD4-R 5’-ATCAATACCAAGCAGAGGAA-3’
SOD5-F 5’-CTTCGCCTTCTTCTTTATCA-3’
SOD5-R 5’-GACGGACATCATCTTTAGGA-3’
SODG6-F 5’-CCAATTTCTGCTTTTCTCAC-3’
SOD6-R 5’-CCATTGTTGTATGTGACTCG-3°
SOD7-F 5’-TATTCATGCTCTTGGTGACA-3’
SOD7-R 5’-TGATTGAATCCCAATAATCC-3’
Catalase

CAT1-F 5’>-TGCTCATCACAACAATCACT-3’
CAT1-R 5’-GTAGCCATTTTCTGACCAAG-3’
CAT2-F 5’-CCATGACGGTTTTATGAACT-3’
CAT2-R 5’-GCAAGCTTCTGACCTAGAGA-3’

Apesar de terem sido seguidos certos parametros no desenho dos primers (foi usado o
programa Primer3 v. 0.4.0, disponivel em http://frodo.wi.mit.edu/), foram testadas as melhores
temperaturas de anelamento para os diversos pares de primers. Desta forma, o programa basico
usado no termociclador para os RT-PCRs foi: desnaturacdo inicial: 94°C/3 min, seguido de 30
ciclos de desnaturacdo 94°C/45 seg; anelamento: (depende do primer) °C/30 seg; extensao:
72°C/60 s. As temperaturas dos primers estao abaixo:
51°C-SOD4/CAT2/SOD6/SOD7/SOD5/GR2/CAT1
52°C -SOD 2
54°C-GR1/S0OD 3

Nas analises de RT-PCR foi usada a actina como normalizadora, sendo seus primers:
ACTIN_F-5"-GAC CTC ACAGATCACCTCAT -3
ACTIN_R-5-GTAGTC TCG TGG ATACCA CG -3¢

Apds a realizagdo dos PCRs a intensidade de cada banda foi determinada em um

processador de imagens (Gel-DOC/ BioRad) que foi entdo normalizada com a intensidade da
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reacdo com 0s primers de actina (sempre corridos juntos com as outras amostras). Para se ter
valores acima de 1, os valores obtidos pela divisdo das intensidades de bandas foi dividido pelo
menor valor obtido. Para cada reacdo foram feitas 3 repeticdes. As figuras abaixo mostram 0s
resultados das amplificacdes do tempo 2 para os primers de CAT, SOD e GR nas plantas. Nao
sdo mostrados os dados do tratamento 90g Cd/planta, simplesmente pelo fato de ndo ter sido
possivel extrair RNA das folhas que estavam muito debilitadas.

De acordo com a figura 17 pode-se notar que CAT1 apresentou maior expressao que
CAT2 nos controles, e ambas tém expressao diminuida no tratamento 15 e 45g Cd/planta em
relacdo ao controle, conforme observado para atividade. JA& a CAT2 mostrou-se menor que 0

controle somente na menor dose de Cd.

O CAT1
B CAT2

45

3,5

2,5 1

1,5 +

Expressdo diferencial de CAT

0,5

Figura 17 — Expressdo diferencial de CAT para 0s tratamentos de concentracdes 0, 15 e 45 g Cd/planta no tempo 2

Para a expressdo de SOD (Figura 18) observou-se que a SOD7 se destaca como sendo o
gene de maior expressdo nas duas concentragdes de Cd. E com excec¢do de SOD6 e SOD4, todos
0S outros genes apresentaram expressao aumentada na dose 45g Cd/planta ao comparar-se ao
controle. Enquanto que na dose 15g Cd/planta, com exce¢do de SOD7, todos 0s genes

apresentaram expressao diminuida em relacéo ao controle.
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Figura 18 — Expresséo diferencial de SOD para os tratamentos de concentrac¢des 0, 15 e 45 g Cd/planta no tempo 2

Como se pode perceber na figura 19, GR1 e GR2 apresentaram expressdes semelhantes, e

ambas tiveram expressdo diminuida nas duas doses de Cd em relacdo ao controle.

B GR1
B GR2

2,5 1

Expresséo diferencial de GR

0,5 -

0 15 45

Figura 19 — Expressdo diferencial de GR para os tratamentos de concentracdes 0, 15 e 45 g Cd/planta no tempo 2
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5 DISCUSSAO

Nas plantas, as EAOs sdo produzidas continuamente como subprodutos indesejaveis de
diversas vias metabolicas localizadas em mitocondrias, cloroplastos e nddulos de fixacdo de
nitrogénio (GARG; MANCHANDA, 2009). Nos cloroplastos, os locais de maior producéo de
EAO:s estéo localizados especificamente nos fotossistemas | e 11 (ASADA, 2006).

O cadmio (Cd) é um dos elementos traco mais tdxicos no solo, inibindo o crescimento e
desenvolvimento de plantas podendo levar a morte mesmo em baixas concentragcdes. Estudos
demonstram que o Cd induz o acimulo de espécies ativas de oxigénio (EAOs), resultando em
peroxidacao lipidica das membranas e levando ao colapso da clorofila nas plantas (XU et al.,
2010). O dano celular causado por este metal deve-se em especial as alteracbes produzidas na
funcionalidade das membranas celulares, seja pela inducdo de alteracdes na sua composicao
lipidica ou pela influéncia nas atividades enzimaticas associadas a elas (SANDALIO et al.,
2001).

A manutencdo do balanco das EAOs necessita da acdo de diversas enzimas antioxidantes,
tais como a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a ascorbato peroxidase (APX), além
de moléculas ndo enzimaticas, como a prolina e a glutationa, as quais podem realizar a
detoxificacdo de radicais livres diretamente (XU et al., 2010).

Este estudo utilizou plantas de cafeeiros (Coffea arabica) adultas em condigdes de
producdo para analisar a resposta antioxidante ao metal pesado Cd nas seguintes concentragdes: 0
(controle), 15, 45 e 90g de Cd por planta.

A quantificagdo do metal em ramos e folhas mostrou que o Cd é transportado de forma
bastante diferente para esta espécie. O Cd ndo acumulou em niveis detectaveis nas folhas, mas
sim nos ramos. As plantas demonstraram estar sendo afetadas pelos efeitos do metal, que
provavelmente estava agindo a um nivel mais radicular. Em gramineas o Cd é transportado das
folhas para os ramos e se acumula nos graos quando estes se formam (HARRIS; TAYLOR,
2001; GREGER; LOFSTEDT, 2004). No entanto, o transporte é limitado e pouco Cd se acumula
nos grdos de arroz (LIU et al., 2007). Ja em trabalho com Phaseolus vulgaris, Patel et al. (1980)
mostraram que o acimulo de Cd seguia exatamente 0 mesmo padrdo observado aqui para as

plantas de cafeé.



54

Conforme observado para as plantas em janeiro de 2009 (Figura 2), aquelas que
receberam a maior dose de Cd apresentaram sintomas de alta toxicidade apds 1 ano de finalizada
a Ultima aplicacdo do metal. Os sintomas eram de murcha apical, indicios de clorose e morte de
folhas, descendo pelo perfil das plantas. As plantas da dose 45g Cd/planta comecaram a
apresentar 0s mesmos sintomas apds 6 meses da ultima aplicacdo. Dados os baixos niveis de Cd
detectados nas folhas, cabe a pergunta do porque das plantas terem morrido. Isto pode estar
relacionado com o tipo de acdo do metal, sendo que neste caso 0 Cd deve afetar mais
severamente mecanismos celulares. Curiosamente, o sintoma de murcha pode ser uma indicagédo
de que o metal estaria afetando bastante as raizes. A acdo do Cd sobre as raizes altera
bruscamente seu desenvolvimento, limitando a absorcdo de 4agua e nutrientes, e
consequentemente, a sua translocacdo a parte aérea, podendo 0s sintomas citados acima serem
um efeito indireto do Cd. Dados de colaboradores (Sara Adrian Lépez de Andrade e Paulo
Mazzafera — Physiological responses of mycorrhized coffee to zinc and cupper — em preparacao,
previamente apresentado em ANDRADE et al., 2008) mostraram que café suporta altas doses de
metais no solo em funcdo da presenca de micorrizas, as quais possuem a capacidade ndo s6 de
reter metais como também proporcionar um melhor desenvolvimento na planta, de tal forma que
ela passa a suportar maiores doses de metal em seus tecidos. Convém ainda mencionar que na
maior parte das plantas analisadas o Cd parece ficar concentrado no sistema radicular sendo a
quantidade que € translocada para outras partes da planta variavel, mas ainda, a maior parte do
Cd ficaria retida no sistema radicular (VITORIA et al., 2001; PEREIRA et al., 2002). Isso sugere
que futuros estudos com esta espécie devam também focar em fitoquelatinas, pois ndo é possivel
no momento discutir o quanto do Cd que entrou no sistema ficou retido ou foi complexado pelas
fitoquelatinas nas raizes.

Como a aplicacdo do metal foi dividida em 3 vezes (dezembro de 2007, fevereiro de 2008
e marco de 2008), foram feitas duas coletas para as anélises bioquimicas, em fevereiro de 2008
(tempo 1) com um terco da quantidade final de Cd e em abril de 2008 (tempo 2), correspondendo
a um més apds a ultima aplicacgéo.

Neste estudo as proteinas sollveis totais foram quantificadas em espectrofotémetro, e o
perfil protéico analisado por SDS-PAGE. Embora a quantidade de proteinas ndo tenha sido
significativamente diferente entre quaisquer dos tratamentos, a analise do gel apresentou reducéo

de intensidade de algumas bandas para os tratamentos com Cd. Esta variacdo provavelmente esta
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relacionada ao estresse provocado pelo metal. Ainda, ndo pudemos observar claramente qualquer
alteracio maior que indicasse a indugio ou repressdo de qualquer banda protéica. E possivel que
na verdade isso ocorra e que o sistema SDS-PAGE néo tenha sido suficiente para detecta-las.
Uma andlise por 2D-PAGE seria certamente mais poderosa para identificar tais alteracdes, assim
como a coloragdo com prata permitisse a visualizacdo de outras bandas de menor concentracéo
que pudessem ter sido afetadas.

A alta producdo de EAOs afeta diretamente os acidos graxos poliinsaturados de
membranas, desencadeando 0 processo de peroxidacdo lipidica. Esses acidos graxos sao
degradados em uma grande variedade de produtos como aldeidos, porém, um dos mais
intensivamente estudados € o malondialdeido (MDA) (CABISCOL et al., 2000). Segundo
Georgieva (2005), a peroxidacao de lipideos € um dos melhores preditores do nivel de EAOs
induzidas em situacdes de estresse. A peroxidacdo da membrana celular afeta severamente sua
funcionalidade tanto por oxidacdo de aminoacidos quanto afetando sua integridade e, pode
produzir danos irreversiveis as fungdes celulares. O H,0,, por exemplo, acumula-se em tecidos
de plantas em que a atividade de enzimas antioxidantes como peroxidases, CATs e SODs esteja
suprimida (SCANDALIQOS, 2005).

Os resultados de peroxidacdo lipidica, a partir do tempo 2, mostraram aumento
significativo (p < 0,05) dos tratamentos com Cd em relagdo ao controle. Shi et al. (2010)
apresentaram resultados similares para cartamo, com doses de 25, 50 e 100 mg Cd / kg em que,
somente na dose intermedidria, a quantidade de MDA ndo se alterou em relacdo ao controle. Em
conformidade com dados visuais que indicaram severos danos as plantas na presenca de Cd,
confirmou-se que as concentra¢des utilizadas de CdSO,4 causaram peroxidacao lipidica. Como a
producdo de MDA é considerada um marcador para a ocorréncia do estresse oxidativo, pode-se
afirmar que todas as plantas que receberam a concentracdo proposta do metal se mostraram em
estado de estresse oxidativo.

Os metais pesados podem afetar 0 metabolismo de nitrogénio em diversas espécies de
plantas. Hernandez et al. (1995) mostraram que o Cd ndo sé inibe a absorcéo e o transporte de
nitrato, como também afeta a assimilacdo do nitrato, pela inibicdo da atividade da nitrato
redutase. O tratamento com Cd pode resultar em um aumento de aménio enddgeno através da
desaminacdo de alguns aminoacidos livres e de outras formas de nitrogénio. Os aminoacidos sob

condicdes de estresse podem ser acumulados em concentracdes elevadas e podem contribuir para
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a habilidade da cultivar tolerar o estresse devido a exposi¢do ao metal pesado. De fato, muitos
aminodcidos sdo considerados antioxidantes ndo enzimaticos participando do metabolismo
oxidativo da célula. Alem disso, as alteracGes observadas podem também estar correlacionadas a
processos de oxidacdo de proteinas, protedlise ou mesmo incremento na biosintese de
aminoacidos para suprir demanda por sintese de novo de proteinas em resposta ao estresse.

A superdxido dismutase (SOD) é uma enzima importante cuja atividade pode afetar a
concentracdo celular de O, e H,O, fazendo parte do primeiro ajuste de tolerancia das plantas ao
estresse oxidativo, porém o H,0,, produto da acdo dessa enzima, é também uma EAO e seu
acimulo é tao prejudicial quanto ao do superdxido (GRATAO et al., 2005).

Na analise da atividade especifica de SOD em gel ndo denaturante pode-se observar a
presenca de sete isoformas, embora ja tenham sido descritas dez isoformas para cultura de células
de café expostas a Se (GOMES-JUNIOR et al., 2007). A Unica isoforma que diferiu entre os
controles e os tratamentos foi a isoforma IV no tempo 2, tendo reduzido sua atividade ou até
mesmo sendo inibida com o tratamento. Na andlise de expressdo de SOD, alguns genes tiverem
sua expressdo reduzida em relacéo ao controle, e possivelmente podem estar relacionados com a
inibicdo de bandas observada em PAGE ndo denaturante. Estes resultados também foram
observados em cartamo por Shi et al. (2010), em que o tratamento com altas concentracdes de Cd
levou a um declinio na atividade de SOD. A caracterizacao destas isoformas revelou tratar-se de
apenas MnSODs e FeSODs, resultados estes compativeis com o apresentado por Gomes-Junior et
al. (2007).

A atividade especifica da CAT em espectrofotbmetro foi aumentada em todos os
tratamentos em relacdo ao controle no tempo 1. Porém, no tempo 2 o inverso foi observado, em
que todos os tratamentos com Cd apresentaram diminuicdo da atividade quando comparados ao
controle. A anélise em PAGE ndo denaturante mostrou bandas de menor intensidade nos
tratamentos em relagdo aos controles em ambos os tempos, e a indu¢do de uma nova isoforma
nos controles no tempo 2. Essa diminuicdo da atividade de CAT nos tratamentos com Cd no
tempo 2 pode estar relacionada a diminuigéo da expressédo de CATL1. Entretanto, em estudos com
células de café em suspensdo foi encontrada apenas uma isoforma de CAT, a qual aumentou de
atividade em resposta ao Cd (GOMES-JUNIOR et al., 2006). Os dados sugerem que 0 excesso de
Cd pode estar causando estresse oxidativo nas plantas, e que a catalase pode estar sendo

compensada pela acdo de outras peroxidases ou mesmo que essa enzima ndo seja a principal
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responsavel pela resposta antioxidativa em plantas de café nas condigdes, tecido e situagdes
testadas.

A glutationa redutase (GR) apresentou atividade reduzida nos tratamentos com o metal
qguando comparados aos controles no tempo 2. Na andlise de atividade em gel, assim como para a
CAT nos controles no tempo 2 ocorreu 0 aparecimento de uma isoforma nos controles. Os dados
obtidos por espectrofotdmetro estdo de acordo com o observado em PAGE e na expressédo dos
genes. A GR parece ndo responder com aumento de atividade em resposta a um potencial estado
de estresse que claramente foi visualmente observado para o metal pesado Cd. Pode-se ainda
inferir que alteracBes ao nivel de raiz possam ter ocorrido e que afetam diretamente a agdo da
GR, principalmente pela utilizacdo da glutationa (GSH) para a sintese de fitoquelatinas.

Apesar das alteracdes e padrGes observados, novamente, observou-se uma reducdo de
atividade de uma enzima antioxidante, neste caso a GR, para o Cd. E importante notar que em
trabalhos com cultura de células em suspensdo de café uma isoenzima especifica de GR foi
induzida por Ni, Cd e Se nas primeiras horas de tratamento, no entanto com plantas adultas e com
tecido diferenciado apenas duas isoformas de GR foram observadas, ao contrario de trabalhos
anteriores para células em suspensdo quando até 4 isoenzimas foram identificadas (GOMES-
JUNIOR et al., 2006a, 2006b, 2007).

As presentes observacdes sugerem que em determinadas concentracfes de metais, a
atividade de algumas enzimas pode aumentar, porém em concentracbes mais elevadas, a
atividade reduz drasticamente. De modo geral, as concentracfes de Cd utilizadas foram tdxicas as
plantas, levando a peroxidacdo lipidica e ndo permitindo que as enzimas antioxidantes se
manifestassem eficazmente, acarretando mais tarde na morte das plantas. De outra forma, pode
ser que a ineficiéncia dessas enzimas ou o excesso de Cd estejam além da capacidade de resposta
destas enzimas. N&o podemos ainda descartar o papel de outras enzimas antioxidantes no

processo.
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6 CONCLUSAO

1 Na&o foram observadas diferencas significativas nas respostas entre as diferentes
concentracdes de Cd. Com excecdo da peroxidacdo lipidica que foi maior em relacdo aos

demais, nas plantas da dose de 90 g Cd/planta, nas quais o Cd causou a morte.

2 Do ponto de vista enzimatico, principal foco dessa dissertacdo, o estresse oxidativo gerado
pelo Cd resultou em uma atividade inicial pelas enzimas antioxidantes, que mais tarde, ao se

atingir a concentragéo final proposta, reduziu drasticamente.

3 O estresse causado pelo Cd elevou as taxas de peroxidacdo lipidica, provavelmente devido as
baixas atividades das enzimas, indicando que provavelmente a resposta pelas enzimas

analisadas ndo tenha sido suficiente para combater o nivel de estresse gerado.
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