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RESUMO GERAL

MELO, Emanuelle Ferreira. Modificacfes ecofisioldgicas, bioquimicas e
anatdmicas em cafeeiro progénie Siriema sob deficiéncia hidrica. 2008. 73 p.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras.'

Este estudo teve como objetivo avaliar as modificagdes ecofisioldgicas,
bioquimicas e anatomicas em mudas de cafeeiro progénie Siriema submetidas a
diferentes periodos de deficiéncia hidrica e a sua capacidade de recuperacao
apoés 24 e 48 horas de re-irrigagdo. O experimento foi conduzido na area
experimental do Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, MG. Quando os tratamentos foram
estabelecidos, um grupo de mudas continuou sendo irrigado diariamente,
enquanto outro grupo foi submetido a suspensdo total da rega até 30 dias. Este
grupo foi sub-dividido em trés para a avaliagdo do comportamento das plantas
em funcdo do estresse hidrico e sua capacidade de recuperagdo 24 e 48 horas
apods a re-irrigagdo. As avaliagdes e coletas de folhas e raizes foram realizadas a
cada trés dias e o experimento montado em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com quatro repeticdes por periodo de avaliacdo. O
tratamento ndo irrigado apresentou uma expressiva reducao no potencial hidrico
foliar, sendo mais acentuada a partir do nono dia de avaliacdo. A re-irrigagdo das
mudas promoveu uma recuperagao parcial do estado hidrico das plantas. Nas
plantas nao irrigadas observou-se um aumento na resisténcia estomatica e uma
diminuicdo gradativa da transpira¢do, com atividade RN nas folhas com maior
alteracdo, sendo que a partir dos 27 dias sua atividade foi nula. Nas raizes, houve
um declinio na RN para todos os tratamentos. As modificacdes na anatomia
foliar foram significativas apenas para a espessura da epiderme da face adaxial e
parénquima palicadico, e este pardmetro, foi superior nas plantas controle. Para a
densidade estomdtica e razdo didmetro polar e equatorial os maiores valores
foram observados nas plantas sob déficit hidrico. Observou-se um significativo
aumento nos teores de aglicares soliveis totais e redutores tanto nas folhas,
quanto nas raizes nos tratamentos nao irrigados. Os tratamentos re-irrigados
apresentaram a mesma tendéncia dos ndo-irrigados, porém com teores menores.
Houve uma reducdo expressiva nos teores de amido nas plantas ndo-irrigadas em
folhas e raizes. As enzimas sacarose sintase ¢ as invertases neutra e acida
tiveram a sua atividade aumentada em decorréncia do estresse hidrico.

! Orientador: Antonio Chalfun-Janior — UFLA



ABSTRACT

MELO, Emanuelle Ferreira. Ecophysiological, biochemical and anatomical
changes in coffee tree progeny Siriema under water deficit. 2008. 73p.
Dissertation (Master in Agronomy/Plant Physiology) — Federal University of
Lavras, Lavras.'

This study aimed at to evaluate ecophysiological, biochemical and
anatomical changes in seedlings of coffee tree progeny Siriema subjected to
different periods of water stress and its ability to recover after 24 and 48 hours
of re-irrigation. The experiment was conducted in the experimental area of the
Plant Physiology, Department of Biology of the Federal University of Lavras,
MG. When treatments were established, a group of seedlings continued to be
irrigated daily, while another group was referred to a full suspension of
irrigation by 30 days. This group was sub-divided into three to assess the plants
according to water stress and its ability to recover 24 and 48 hours after re-
irrigation. The evaluation of leaves and roots was taken every three days and
experiment carried out in a completely randomized design (DIC), with four
repetitions for the assessment period. The non-irrigated treatment presented a
significant reduction in the leaf water potential being accented from the ninth
day of evaluation onwards. Re-irrigation promoted a partial recovery of the plant
water potential. In the non-irrigated plants there was an increase in the stomatal
resistance and a gradual reduction of transpiration having these plants a high RN
activity in the leaves. However, at 27 days enzyme activity was null. In roots,
there was a decrease for RN activity for all treatments. The anatomy
modifications were significant only for the adaxial epiderm and parenchyma
palisade thickness, being this last parameter higher for the control plants. For the
stomatal density and polar and equatorial diameter ratio the highest values were
observed in plants under water deficit. There was a significant increase at the
levels of total soluble sugars and reducing ones, both in the leaves and roots of
the non-irrigated treatments. The re-irrigated treatments showed similar behavior
of the non-irrigated plants, however, lower levels of sugars were detected.
Leaves and roots of the non-irrigated plants showed a significant reduction at the
levels of starch. Sucrose Synthase and Invertases, neutral and acid, had increased
its activity as a result of water stress.

! Adviser: Antonio Chalfun-Janior — UFLA
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUGAO GERAL

O café pertence a familia Rubiaccae e ao género Coffea, que
compreende cerca de 90 espécies, dentre as quais somente a Coffea arabica e a
Coffea canephora tém importincia econémica na produg¢do mundial de café. A
espécie C. arabica ¢ a mais cultivada, devido as caracteristicas dos graos que
produzem bebida de sabor suave, enquanto C. canephora é, preferencialmente,
destinada a produgdo de café soluvel.

O Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de café. Segundo
estimativas da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a producio
nacional, no ano de 2008, devera ser de, aproximadamente, 45 milhdes de sacas
de café beneficiado, superior a da safra passada em 35%.

Desde a sua introdugdo no Brasil, o café tem sido uma das culturas de
maior importancia econdmica, pois sua producdo estd relacionada diretamente
ao desenvolvimento e a industrializagdo do pais. Nos paises produtores de café,
ha, freqiientemente, oscilagdes na produtividade da cultura ocasionadas por
limitagdes climaticas, como ocorréncia de periodos de seca. Com previsdes
atuais sinalizando para o aumento do aquecimento global nas proximas décadas,
um aumento dos periodos de seca certamente acompanhard esse fendmeno,
podendo ocorrer uma grave crise hidrica, que pode tornar mais escassa ainda a
quantidade de dgua para a agricultura.

A 1identifica¢do e a compreensdo dos mecanismos de tolerancia a seca,
bem como o desenvolvimento de tecnologias que auxiliem as plantas a tolerar
periodos prolongados de estiagem, sdo alternativas para a manutengdo da
produgdo agricola brasileira e mundial.

Considerando-se que a deficiéncia hidrica ¢ um dos condicionantes
principais da produtividade do cafeeiro, este trabalho foi realizado com o

objetivo de avaliar as modificagdes ecofisiologicas, bioquimicas e anatdmicas
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ocorridas em mudas de cafeeiros progénie Siriema submetidas a diferentes
periodos de estresse hidrico e a sua capacidade de recuperacdo, apos 24 ¢ 48

horas de re-irrigagao.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O déficit hidrico em plantas

A ocorréncia de déficit hidrico € uma situagdo comum a producdo de
muitas culturas, podendo causar perdas agrondémicas devido a diminui¢do na
taxa de crescimento e no desenvolvimento das plantas (Lecoeur & Sinclair,
1996). O déficit hidrico causa a diminui¢ao da atividade fotossintética por meio
de uma limitacdo de CO, resultante do fechamento dos estdmatos ou por um
efeito direto sobre a capacidade fotossintética nos cloroplastos (Lawlor &
Cornic, 2002). O controle estoméatico da transpiracdo ¢ considerado o principal
processo determinando a resposta a curto-prazo de uma planta a condigdes de
seca e afeta diretamente o potencial hidrico da planta e o transporte de solutos no
fluxo xilematico (Tardieu & Simonneau, 1998).

O déficit hidrico pode causar varios efeitos no metabolismo das plantas,
ocasionando acumulo ou perda de metabolitos, como carboidratos, acidos
organicos, acido abscisico (ABA) e aminoacidos, além de alterar a atividade de
enzimas e sintese de proteinas. Esse acimulo de metabdlitos em plantas sob
déficit hidrico é conhecido como ajustamento osmdtico, e proporciona a planta
um abaixamento do potencial osmoético mediante aumento liquido no soluto
intracelular (Chaves, 1991). Esse mecanismo pode auxiliar a planta a manter o
turgor, sustentando, dessa maneira, a elongacdo celular e a expansao de regides

de crescimento com o desenvolvimento do déficit (Premachandra et al., 1992).
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A tolerancia ao déficit hidrico é uma caracteristica muito importante em
qualquer cultivo, para tornar possivel a producdo em extensas areas. Torna-se,
entdo, necessario identificar genodtipos tolerantes ou resistentes ao déficit hidrico
no solo e as condigdes adversas do meio ambiente, que resultam em altas
demandas evaporativas (Fiegenbaum et al., 1991).

O estado hidrico das plantas estd muito relacionado aos processos
fisiolégicos de importincia para o vegetal. Processos como transpiragdo,
fotossintese, respiracdo e crescimento sdo muito influenciados pelas mudangas
ocorridas na condi¢do hidrica da folha. Nas folhas, ocorre o déficit hidrico
quando a taxa de transpiragdo excede a taxa de absorcdo de agua e esta
deficiéncia pode ser um componente de variados estresses, como baixa
disponibilidade hidrica do solo, solos salinos ou temperaturas muito baixas
(Bray, 1997). Segundo Santos & Carlesso (1998), a deficiéncia hidrica provoca
alteragdes no comportamento vegetal, cuja irreversibilidade vai depender do
genotipo, da duracdo, da severidade e do estadio de desenvolvimento da planta.

A capacidade das plantas de se manterem turgidas ¢ tida como uma
caracteristica necessaria para a garantia da produgdo em locais onde ocorre o
déficit hidrico. Um componente fundamental na manutencdo da turgescéncia,
em resposta a falta de 4gua, € a diminui¢@o da condutincia estomatica, ou seja, o
controle da abertura dos estdmatos. Entretanto, quando o estdmato se fecha para
proteger a planta da perda de agua, ele, simultaneamente, restringe a difusao do
CO, atmosférico, conseqiientemente provocando queda na taxa fotossintética
(DaMatta, 2003).

No cafeeiro, os sintomas ocasionados pelo déficit hidrico mostram-se,
inicialmente, pelo murchamento das folhas da por¢ao apical da planta, zona de
ativo crescimento. Com o aumento do estresse hidrico, as folhas mais jovens dos
ramos da porg¢do inferior também tendem a murchar e, em seguida, as folhas

adultas e velhas pendem acentuadamente em dire¢cdo ao solo, mostrando os
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bordos mais ondulados que o normal. Em um estddio mais avangado, a falta de
agua leva as folhas a apresentarem certo grau de enrolamento, paralelo a nervura
central. O desfolhamento ocorre apenas quando a seca ¢ muito acentuada
(Mazzafera & Carvalho, 1987).

Segundo Martin (2003), o cafeeiro apresenta relativa tolerancia a seca,
devido a estabilidade de varios parametros fisioldogicos que permanecem
relativamente constantes dentro de determinada faixa de deficiéncia hidrica. No
entanto, deve-se evitar a generalizagdo, pois existem diferencas no
comportamento entre cultivares, dentro das duas espécies de importancia
comercial, Coffea arabica L. e Coffea canephora, encontrando-se algumas

bastante tolerantes e outras sensivelis.

2.2 Alteragdes bioquimicas em fungdo do déficit hidrico

Os principais carboidratos, ndo-estruturais, acumulados em folhas e
frutos do cafeeiro sdo o amido e os agucares soluveis redutores e nao-redutores.
Entre os agucares redutores, os principais sdo a glicose e a frutose, enquanto o
principal agtcar ndo-redutor € a sacarose, mobilizada nos processos de
transporte na direcdo fonte/dreno (Taiz & Zeiger, 2004). Os carboidratos
soluveis (frutose, glicose e sacarose) tém importancia na regulagdo osmética e
no transporte, enquanto os carboidratos insoluveis (amido) sdo importantes
formas de reserva para as plantas.

Em condi¢des normais, as plantas produzem carboidratos por meio da
fotossintese, sendo parte destes para consumo imediato e parte para
armazenamento. Porém, a ocorréncia de estresse hidrico pode afetar a utilizagdo
de carboidratos, pois altera a eficiéncia com que os fotoassimilados sdo
convertidos para o desenvolvimento de partes novas na planta. Esta condi¢ao

ocasiona mudancas na divisdo dos carboidratos no interior da planta,
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condicionando-as a desenvolverem mecanismos de adaptagdo e resisténcia
(Jordan, 1983).

Os carboidratos desempenham varias fun¢des no processo de déficit
hidrico, dentre as quais se podem destacar: os agucares soliveis t€m sido
relatados como agentes protetores durante o processo de desidratacdo celular
(Boyer, 1996) e certos carboidratos podem servir como solutos compativeis,
fazendo a manutengdo do potencial hidrico pelo reajuste osmotico, além da
protecdo das células durante a desidratacdo, pela formagdo de estruturas vitreas
(Nepomuceno et al., 2001).

Sob condi¢bes de estresse hidrico, a limita¢do fotossintética é associada
a uma reducdo da concentragdo de CO, Com diminui¢do da fotossintese, ha a
reducdo da quantidade de assimilados disponiveis para exportacdo como trioses-
fosfato do cloroplasto para o citosol e, conseqiientemente, a sintese de sacarose
também pode ser diminuida (Lawlor & Cornic, 2002). Devido a restricdo da
producdo e do consumo de fotoassimilados, o déficit hidrico também altera o
fracionamento de carboidratos nas folhas e na planta como um todo. Nessas
condi¢des, as proporgdes entre os diferentes carboidratos, como amido, glicose,
frutose e sacarose podem ser alteradas (Chaves, 1991).

As alteragdes nos niveis de carboidratos podem refletir diferengas
genotipicas na regulacdo e na aclimatacdo do metabolismo de carbono em
resposta ao déficit hidrico (Lawlor & Cornic, 2002). Alguns trabalhos mostram
que uma queda na concentra¢do de amido ¢ uma resposta comum das plantas de
café a déficit hidrico de moderado a severo (DaMatta et al., 1997; Praxedes et
al., 2000).

Sabe-se que a agua tem importancia fundamental na resposta fisiologica
principalmente na regulagdo ou na inibi¢do enzimatica. Enzimas do metabolismo

de carboidratos, como a invertase e a sacarose sintase (Susy), t€ém papel
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importante no metabolismo celular por fornecer hexoses que serdo utilizadas
como fonte de carbono (Taiz & Zeiger, 2004).

Ainda segundo os mesmos autores, a hidrolise da sacarose em tecidos
dreno pode ocorrer via invertases ¢ ou Susy. A quebra da sacarose pelas
invertases € uma reacdo irreversivel e totalmente dependente da concentracio
intracelular de sacarose. A distingdo entre os diferentes tipos de invertases
baseia-se na sua localizagdo celular e no seu pH de atividade 6tima, dividindo-se
em acidas (pH 4,5-5,0), sendo estas vacuolar e de parede, e a alcalina ou neutra
do citosol (pH 7,0-7,8). A invertase acida da parede celular (IAPC) tem sido
associada com o transporte de agticar ¢ a zonas de crescimento ativo, tais como
os frutos. Ja a invertase acida do vacuolo (IAV) encontra-se ativa, na maioria
das vezes, quando o tecido ja esta maduro. A invertase neutra do citosol (INC) ¢é
considerada uma enzima de manutenc¢do, envolvida na degradacdo da sacarose
quando as atividades da IAPC e Susy sdo baixas.

A outra rota sacarolitica ¢ catalisada pela Susy e envolve uma clivagem
de sacarose dependente de UDP, produzindo UDP-glicose e frutose. Sua
atividade ¢ limitada pelas concentragdes de sacarose ¢ UDP no citosol. A Susy
esta, geralmente, associada ao crescimento e a expansao celular, portanto, esta
presente em quase todos os tecidos das plantas. Catalisa uma reacgdo reversivel:
sacarose + UDP <-> frutose + UDP-glicose, sendo a UDP-glicose e a frutose
formadas sdo imediatamente incorporados na formagao de componentes para o
crescimento celular (Taiz & Zeiger, 2004). A Susy tem seu papel reconhecido
em varios processos metabodlicos das plantas. Admite-se que a atividade da Susy
esteja relacionada, predominantemente, com a sintese de parede celular e de
amido (Winter & Huber, 2000). No citoplasma, a Susy pode estar associada a
membrana celular, exatamente para fornecer intermedidrios para a sintese de

celulose (Ruan et al., 1995).
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De acordo com Martim (2003), ha forte correlagdo entre o aumento na
atividade das enzimas responsaveis pela hidrolise do amido ¢ o acimulo de
acucares em plantas sob estresse hidrico. Quando polissacarideos de reserva sio
mobilizados, o produto da hidrolise, freqiientemente, ¢ a sacarose, principal
acucar de transporte em plantas e, para que Orgdos em crescimento (drenos)
possam metabolizar essa sacarose, torna-se necessaria sua degradacao.

Durante a assimilagdo do nitrogénio em compostos organicos, o nitrato
¢, primeiramente, reduzido, na forma amoniacal, por meio de um processo que
envolve a participagdo de duas enzimas - a redutase do nitrato (RN) e a redutase
do nitrito (RNi) (Crawford et al., 2000). A enzima redutase do nitrato catalisa o
primeiro passo da assimilacdo de nitrogénio pelas plantas superiores, por meio
da redug@o do nitrato (NO5’) a nitrito (NO;") (Yaneva et al., 2000).

Uma resposta fisiologica sensivel a redugdo do potencial hidrico em
plantas ¢ a alteracdo da sintese protéica e, em virtude disso, algumas enzimas
que apresentam alta relacdo sintese:degradagdo, como a RN (Meyers Junior et
al., 1986), exibem forte inibi¢do a reducao do potencial hidrico.

A atividade da RN ¢ estreitamente controlada por flutuacdes ambientais
e, normalmente, induzida pela concentragdo de NOs', seu substrato (Matos et al.,
2003). A falta de agua pode afetar a atividade dessa enzima. Segundo Hsiao
(1979), o déficit hidrico moderado, da ordem de -0,8 a -2,0 MPa, pode reduzir
sua atividade em 20%, chegando a 50% quando a planta sofre um estresse

intenso.

2.3 O material genético Siriema

Segundo Matiello et al. (2004), o material genético Siriema é uma
populagdo proveniente do cruzamento entre ‘Blue Mountain’ ¢ C. racemosa,

retrocruzada com ‘Mundo Novo’, no Instituto Agrondomico de Campinas (IAC),
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em Campinas, SP. Essas plantas foram selecionadas em Caratinga, MG e ali
cruzadas com ‘Catimor’, para incorporagdo de caracteristicas como a resisténcia
a ferrugem, porte baixo e produtividade. A geracdo F2 foi selecionada em
Varginha, MG; a F3 em Coromandel, MG (que ¢ uma regido caracterizada como
marginal para o C. arabica) e a geragdo F4, selecionada em Varjdo de Minas,
MG e também em Coromandel.

Estudando-se a eficiéncia destas plantas, no que se diz respeito ao seu
vigor, foi testada a tolerancia a seca desse material, que apresentava 2 anos e
cinco meses de idade. Apos um periodo de estresse hidrico e nutricional,
Matiello et al. (2003; 2004) verificaram um vigor equivalente as notas 4 ¢ 5,
contra 1 a 3 em outros materiais de C. arabica. Segundo esses autores, todas as
progénies oriundas do material Siriema apresentavam plantas targidas,
enfolhadas e sem seca de ponteiros, mostrando-se destacadas em relagdo as
plantas vizinhas de variedades de arabica.

Grisi (2006), avaliando plantas de cafeeiros Catuai e Siriema sob déficit
hidrico, verificou a existéncia de caracteristicas de tolerancia diferencial a seca
em mudas do material genético Siriema em relagdo ao Catuai. Dias et al. (2007),
comparando duas progénies de café quanto a tolerancia a seca, concluiram que o
material Siriema apresenta melhor manutencdo de area foliar e vigor sob
condigdes secas e, por isso, tem sido classificado empiricamente como tolerante
a seca.

Estudando varias progénies de Siriema sob déficit hidrico, Carvalho et
al. (2007) inferiram que gendtipos mais precoces, 0s quais apresentam
diferenciagdo floral mais cedo, apresentaram maior tolerancia a seca em relagao
aos gendtipos mais tardios, sugerindo que esse mecanismo de tolerancia a seca
possa ser utilizado para a selecdo de gendtipos mais adaptados a ambientes com

baixa disponibilidade de 4gua durante o periodo de outono/inverno.
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CAPITULO 2

AVALIACOES ECOFISIOLOGICAS, ANATOMICAS E REDUTASE DO
NITRATO EM CAFEEIROS PROGENIE SIRIEMA SUBMETIDOS AO
DEFICIT HIDRICO
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RESUMO

MELO, Emanuelle Ferreira. Avaliagdes ecofisioldgicas, anatdmicas e redutase
do nitrato em cafeeiros progénie Siriema submetidos ao déficit hidrico.
In: . ModificagBes ecofisioldgicas, bioquimicas e anatdmicas em
cafeeiro progénie Siriema sob deficiéncia hidrica. 2008. Cap.2, p. 25-46.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras.'

Este estudo teve como objetivo avaliar alguns aspectos ecofisioldgicos,
anatomicos e atividade da enzima redutase do nitrato (RN) em mudas de
cafeeiro progénie Siriema submetidos a diferentes periodos de estresse hidrico e
a sua capacidade de recuperacdo apos 24 e 48 horas de re-irrigagdo. O
experimento foi conduzido na area experimental do Setor de Fisiologia Vegetal
do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, MG. Quando
os tratamentos foram estabelecidos, um grupo de mudas continuou sendo
irrigado diariamente (controle), enquanto outro grupo foi submetido a suspensao
total da rega até 30 dias. Este grupo foi sub-dividido em trés para a avaliagdo do
comportamento das plantas em funcdo do estresse hidrico e sua capacidade de
recuperacdo 24 e 48 horas apos a re-irrigacdo. As avaliagdes e coletas de folhas
e raizes foram realizadas a cada trés dias e o experimento montado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro repetigdes por periodo
de avaliacdo. O tratamento ndo-irrigado apresentou uma expressiva redug¢do no
potencial hidrico foliar, sendo mais acentuada a partir do nono dia de avaliagao.
A re-irrigagdo das mudas promoveu uma recuperacdo parcial do estado hidrico
das plantas. Nas plantas ndo irrigadas observou-se um aumento na resisténcia
estomatica e uma diminui¢do gradativa da transpiracdo, com atividade RN nas
folhas com maior alteragao, sendo que a partir dos 27 dias sua atividade foi nula.
Nas raizes, houve um declinio na RN para todos os tratamentos. As
modificacdes na anatomia foliar foram significativas apenas para a espessura da
epiderme da face adaxial e parénquima pali¢adico, e este parametro, foi superior
nas plantas controle. Para a densidade estomatica e razdo diametro polar e
equatorial os maiores valores foram observados nas plantas sob déficit hidrico.

! Orientador: Antonio Chalfun-Janior — UFLA
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ABSTRACT

MELO, Emanuelle Ferreira. Ecophysiological, anatomical evaluations and
nitrate reductase activity of coffee tree progeny Siriema submitted to water
deficit. In: . Ecophysiological, biochemical and anatomical changes in
coffee tree progeny Siriema under water deficit. 2008. Chap. 2, p. 24-45.
Dissertation (Master in Agronomy/Plant Physiology) — Federal University of
Lavras, Lavras.'

This study aimed at to evaluate ecophysiological, anatomical aspects and
activity of the enzyme nitrate reductase (NR) in seedlings of coffee progeny
Siriema subjected to different periods of water stress and its ability to recover
after 24 and 48 hours of re-irrigation. The experiment was conducted in the
experimental area of the Plant Physiology, Department of Biology of the Federal
University of Lavras, MG. When the treatments were established, a group of
seedlings continued to be irrigated daily (control), while another group was
referred to a full suspension of irrigation by 30 days. This group has been sub-
divided into three to assess the plants according to water stress and its ability to
recover 24 and 48 hours after re-irrigation. The evaluations and collections of
leaves and roots were held every three days and experiment carried out in a
completely randomized design (DIC), with four repetitions for the assessment
period. The non-irrigated treatment presented a significant reduction in the leaf
water potential being accented from the ninth day of evaluation onwards. Re-
irrigation promoted a partial recovery of the plant water potential. In the non-
irrigated plants there was an increase in the stomatal resistance and a gradual
reduction of transpiration having these plants a high RN activity in the leaves.
However, at 27 days enzyme activity was null. In roots, there was a decrease for
RN activity for all treatments. The anatomy modifications were significant only
for the adaxial epiderm and parenchyma palisade thickness, being this last
parameter higher for the control plants. For the stomatal density and polar and
equatorial diameter ratio the highest values were observed in plants under water
deficit.

! Adviser: Antonio Chalfun-Janior — UFLA
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1 INTRODUCAO

Dentre as comoditis naturais, o café tem o seu valor ultrapassado apenas
pelo petrdleo, pois € a segunda mercadoria mais comercializada no mundo.
Entretanto, um problema crescente na producdo de café é causado pela seca
prolongada. Varias pesquisas tém demonstrado como o déficit hidrico afeta
severamente o crescimento das plantas e, conseqiientemente, a producdo (Arruda
& Grande, 2003).

Previsdes atuais sinalizam para um aumento do aquecimento global nas
proximas décadas e hd um consenso de que as mudangas climaticas que estdo
acontecendo e os estresses gerados por estas situa¢des extremas continuardo
impondo condi¢des cada vez mais dificeis para o cultivo de plantas, em muitas
partes do mundo (White et al., 2004).

Uma resposta fisioldgica sensivel a reducdo do potencial hidrico (¥Yw)
em plantas ¢ a alterag@o da sintese protéica e, em virtude disso, algumas enzimas
que apresentam alta relagdo sintese:degradagdo, como a redutase do nitrato (RN)
(Meyers Junior et al., 1986), exibem forte inibicdo a redugdo Yw. A RN ¢ a
primeira enzima na via de assimilagdo do nitrato, assumindo, portanto, papel de
extrema importancia no metabolismo vegetal (Campbell, 1988). A estimativa da
atividade da RN tem sido utilizada, com sucesso, como parametro indicativo de
estresses ¢ de outras mudangas associadas aos fatores moduladores do
crescimento das plantas (Carelli et al., 1996).

Apesar dos progressos ja alcangados e das evidéncias que indicam o
Siriema como tolerante a seca (Dias et al., 2007), ndo existem estudos que
expliquem os mecanismos bioquimicos envolvidos nessa tolerancia. O

conhecimento acerca do déficit hidrico e das respostas das plantas, do ponto de

vista fisiologico, torna-se de fundamental importancia para que se possam gerar
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novas tecnologias, como o desenvolvimento de mecanismos que auxiliem as
plantas a tolerar periodos prolongados de estiagem, que serdo essenciais na
manutencdo da produgdo agricola brasileira e mundial.

Nesse sentido, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
algumas alteracdes ecofisiologicas, anatomicas na atividade da enzima redutase
do nitrato em mudas de cafeeiro progénie Siriema, comparando-se o
comportamento de plantas irrigadas e ndo-irrigadas e a sua capacidade de

recuperacao apds 24 e 48 apods o estresse.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Montagem e condugdo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo coberta com
sombrite 50% de interceptagcdo da radiagdo solar, localizada na 4area
experimental do Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras,
em Lavras, MG, no periodo de 2 de junho a 1° de julho de 2007. Foram
utilizadas mudas de Coffea arabica L. progénie Siriema com seis meses de
idade, com seis a oito pares de folhas, cultivadas em sacolas plasticas com
capacidade de 3 litros, provenientes da Fundacdo Procafé, em Varginha, MG.
Antes da indugdo dos tratamentos, as mudas foram adubadas com solugdo de
nitrato de potéssio, na concentragdo de 30 mM.

As plantas foram irrigadas diariamente, mantendo-se o nivel de agua no
solo proximo a capacidade de campo, durante quatro semanas. Quando os
tratamentos foram estabelecidos, um grupo de mudas continuou sendo irrigado

diariamente (controle), enquanto outro grupo foi submetido a suspensdo total da
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rega até 30 dias. Este grupo foi subdividido em trés para a avaliacdo do
comportamento das plantas, em fung@o do estresse hidrico ¢ da sua capacidade
de recuperacdo 24 e 48 horas apos o estresse. As avaliagdes e as coletas de
folhas e raizes foram realizadas diariamente e o experimento montado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro repetigdes por periodo

de avaliacdo. Cada repeticdo correspondia a uma planta.

2.2 Caracteristicas avaliadas

2.2.1 Caracteristicas hidricas

A avaliacdo do potencial hidrico de antemanhi foi realizada com o
auxilio de uma camara de pressio (Soil moisture — Modelo 3005), entre as 5 e as
6 horas, no quarto par de folha totalmente expandido, em quatro mudas de cada
tratamento, até o final do experimento.

A resisténcia estomatica e a transpiragao foram avaliadas entre as 10 e as
11 horas com o auxilio de um porémetro (Steady State Porometer, Licor
1600M), utilizando uma folha do terceiro par totalmente expandido, em quatro

mudas por tratamento.

2.2.2 Atividade da enzima redutase do nitrato

A atividade in vivo da redutase do nitrato (RN) foi determinada
conforme metodologia descrita por Queiroz et al. (1993), com algumas
modificacdes. A coleta das folhas e raizes foi realizada as 9 e as 14 horas,
respectivamente. Amostras de discos foliares de 3,5 mm de didmetro, com massa
de aproximadamente 0,4 g de matéria fresca foram retiradas com o auxilio de

um perfurador e introduzidas no meio de incubagdo composto de tampao fosfato
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de potéssio 200 mM, pH 7,5, propanol 100%, triton 100%, cloranfenicol 1.000
ppm. Em seguida, foram adicionados, a cada frasco, 0,5 mL de nitrato de
potassio 1 M e estes foram submetidos a vacuo (650 mm Hg), por 1 minuto,
apos o que se introduziu o ar e, novamente, vacuo por 1 minuto. Em seguida, os
frascos foram tampados e incubados em banho-maria, com agitacdo, a 30°C, por
40 minutos, no escuro.

Para a atividade da RN radicular, ap6s a coleta, as raizes foram lavadas
em agua destilada e, entdo, fragmentadas com auxilio de um bisturi.
Aproximadamente 0,4 g desse material foram acondicionados em tubos de
ensaio com o mesmo meio de incubacdo descrito para as amostras foliares
exceto, o triton 100%. Os tubos foram submetidos ao borbulhamento do meio de
incubagdo com nitrogénio gasoso, por um periodo de dois minutos e, logo

depois, incubados em banho-maria, a 30°C, por 40 minutos no escuro.

Para a quantificacdo do nitrito formado, foram retiradas aliquotas do
meio de incubagdo e adicionadas ao meio de reagdo, composto de 1 mL de
sulfanilamida 1% em HCI 1,5 N, 1 mL de dicloroidrato de N-1-naftiletileno
diamina 0,02%. As leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotometro a 540 nm e a atividade da enzima foi expressa em pmol de

NO, g' MFh.

2.2.3 Avaliacdo anatémica

Trinta dias ap6s a suspensao da rega, foram coletadas folhas do segundo
par completamente expandido de quatro individuos por tratamento,
correspondentes as repeticdes. O material coletado foi fixado e conservado em

alcool 70%.
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Utilizou-se um microtomo de mesa para a obtencdo das segdes
transversais no ter¢o médio das folhas. Os cortes paradérmicos foram realizados
manualmente no tergo médio da superficie da face abaxial das folhas. Para
clarificacdo das segdes transversais, utilizou-se hipoclorito de sddio 5% e uma
mistura de azul de astra e safranina para coloragdo (Kraus & Arduin, 1997). As
segOes paradérmicas foram coradas com solugdo de safranina 1%. Glicerina 50%
foi utilizada na montagem das laminas.

Nas folhas, foram medidas as espessuras das epidermes da face adaxial e
abaxial, parénquima pali¢adico e esponjoso e do limbo foliar. Foram observados
cinco campos por repeticao, totalizando 20 campos por tratamento.

A densidade estomatica foi expressa em niimeros de estdmatos por mm?’,
segundo a técnica de Labouriau et al. (1961). Foram utilizados cinco campos de
quatro individuos por tratamento, para a determinag@o da densidade estomatica
na epiderme da face abaxial e a mensuracdo dos didmetros polar e equatorial dos
estomatos.

Todas as medigdes foram efetuadas por meio do programa SigmaScan
Pro 5 e os dados submetidos a analise estatistica pelo Sisvar, com teste de

Tukey, a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o tratamento controle, o potencial hidrico manteve-se praticamente
constante, com valores proximos a -0,2 MPa, durante o periodo avaliado (Figura
1). Entretanto, para as mudas submetidas a suspensao da irrigacdo, observou-se
diminui¢do gradativa no potencial hidrico a partir do sexto dia de condugdo do
experimento, chegando a -3,5 MPa, aos 30 dias. Para as mudas que foram re-

irrigadas apos cada periodo de estresse hidrico, a avaliacao realizada apos 24
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horas mostrou expressiva recuperacdo do potencial hidrico, sendo que, aos 27
dias, o potencial hidrico ainda apresentava valores inferiores a -2,0 MPa. Para o
tratamento re-irrigado 48 horas, foi observada a maior recuperacdao do potencial
hidrico, chegando a valores proximos aos observados pelas mudas mantidas
irrigadas (controle) até os 24 dias. Aos 30 dias, esta avaliacdo ndo foi realizada
nos tratamentos re-irrigados 24 e 48 horas, devido a abscis@o foliar ocorrida
nestas plantas. Aos 27 dias, o potencial hidrico ainda estava préximo a -2,0
MPa, valores estes considerados prejudiciais ao cafeeiro, uma vez que causam
reducdo da condutincia estomatica e, conseqlientemente, das taxas
fotossintéticas (Lima et al., 2002). Estes resultados mostram que mudas de
cafeeiro progénie Siriema sobrevivem a periodos prolongados de déficit hidrico
e apresentam rapida recuperagdo do seu estado hidrico quando novamente re-

irrigadas.

Dias de estresse

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
0,00

0,50 A
-1,00 A
-1,50 A

-2,00 -

Yw (MPa)

-2,50 -

-3,00 -

-3,50 A

4,00 -

FIGURA 1. Potencial hidrico foliar de mudas de cafeeiro progénie Siriema
submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (m), ndo-irrigadas (m), re-
irrigadas 24 horas (1) e re-irrigadas 48 horas apos o estresse — RI48 (O0). As
barras representam o erro padrdo da média de quatro repeticdes.
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A re-irrigacao foi eficiente na recuperagdo do potencial hidrico, que foi
acompanhada pelo aumento da condutincia estomatica. Resultados semelhantes
foram observados por Pinheiro et al. (2005), apés re-irrigar clones de Coffea
robusta submetidos ao estresse hidrico (Yw = -3,0 MPa), enfatizando o papel do
“status” hidrico da folha no controle estomatico.

O potencial de agua da folha descreve o estado energético da mesma,
cujos gradientes explicam os fluxos de 4gua no sistema solo-planta-atmosfera.
Embora haja variacdo ao longo do dia, mesmo em plantas irrigadas, esse
parametro descreve o estado hidrico da planta e tem sido muito utilizado em
estudos de relagdes hidricas dos vegetais (Westgate, 1994). De acordo com Rena
& Maestri (2000), em cafeeiros no campo, o potencial hidrico foliar de
antemanha raramente cai a valores menores que -1,5 MPa, pois, sob condi¢des
naturais, o déficit hidrico ¢ estabelecido lenta e gradualmente, permitindo as
plantas ajustarem-se a essa condi¢do, minimizando os impactos de tensoes
ambientais.

A resisténcia estomatica para as plantas mantidas irrigadas sofreu pouca
alteracdo ao longo do periodo experimental (Figura 2). Nas plantas ndo
irrigadas, até o 12° dia, quando potencial hidrico apresentava valores préximos a
— 0,8 MPa, a resisténcia estomatica nao foi afetada. Entretanto, o progressivo
estresse acarretou em aumentos expressivos na resisténcia estomatica a partir
dos 15 dias do inicio do experimento, chegando a, aproximadamente, 325 s cm™
no ultimo periodo de avaliag@o, aos 30 dias. Conforme observado no potencial
hidrico, a re-irrigagdo das mudas também favoreceu a recuperacao da resisténcia
estomatica, principalmente para o tratamento 48 horas re-irrigadas.

Estes resultados mostram que a resisténcia estomadtica teve um
comportamento, como era de se esperar, inversamente proporcional ao potencial

hidrico.
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FIGURA 2. Resisténcia estomatica em mudas de cafeeiro progé€nie Siriema
submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (——), ndo-irrigadas (--m--), re-
irrigadas 24 horas (---A---) e re-irrigadas 48 horas ap6s o estresse (—x—). As
barras representam o erro padrao da média de quatro repetigoes.

A resisténcia estomadtica ¢ simultaneamente afetada por diversos fatores
ambientais e, por isso, os esfor¢os para correlaciona-la com as variaveis de um
determinado ambiente ¢ com dados de campo nem sempre tém resultado em
sucesso (Silva et al.,, 1998). A resisténcia estomatica de folhas iluminadas
depende da temperatura do ar, do déficit de pressdo do vapor d’agua (DPV), da
concentragdo de CO, e do potencial da 4gua no solo e, por isso, exige selecao
adequada dos dados de campo que devem ser analisados (Jarvis, 1976). O
fechamento estomatico evita a ocorréncia de danos aos sistemas metabodlicos,
ajustando-os ao déficit de umidade na planta, resultando em um aumento
temporario do potencial hidrico na folha.

A medida que a resisténcia estomatica aumentou (Figura 2) a
transpira¢do diminuiu gradativamente (Figura 3). No tratamento controle, foi

observada menor resisténcia estomatica e, conseqiientemente, estas plantas
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mostraram maior transpiragdo, com ligeira variacdo ao longo do periodo
avaliado, relacionada as diferentes condigdes climaticas pontuais. Por outro lado,
a suspensdo da irrigagdo promoveu, ao longo do experimento, uma reducio
drastica da transpiragdo, apresentando, ao final do periodo avaliado, valores
proximos de zero. Para as plantas re-irrigadas, observou-se comportamento
semelhante para os dois tratamentos ao longo do periodo avaliado, tendo

somente até 12 dias ocorrido recuperagdo expressiva da transpiracao.

0,5 7

0,4

Transpiragdo (ug cm s‘l)

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Dias de estresse

FIGURA 3. Transpiracdo em mudas de cafeeiro progénie Siriema submetidas ao
estresse hidrico. Plantas irrigadas (—e—), ndo-irrigadas (--m--), re-irrigadas 24

horas (---A--) e re-irrigadas 48 horas apés o estresse (—x—). As barras
representam o erro padrdo da média de quatro repetigoes.

Uma das primeiras estratégias utilizadas pela planta do cafeeiro para
minimizar as perdas de 4agua ocorridas com a transpiracdo em condi¢des de
estresse hidrico € o fechamento dos estdmatos (Barros et al., 1997). Em estudos

de adaptacdo das culturas as regides com baixas precipitagdes, o objetivo
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principal é o aumento da produtividade, associado ao uso racional e econdomico
da agua. No entanto, de acordo com Turk & Hall (1980), a tendéncia natural das
culturas é manter a transpiragdo com risco de completa exaustdo da agua
disponivel no solo, com sérios danos estruturais e fisiolégicos aos tecidos.

A taxa transpiratoria, variavel de acordo com os diferentes regimes
hidricos, evidencia que a planta pode acionar mecanismos de defesa contra a
perda de agua quando a umidade ¢ deficiente no solo, mesmo que a radiagao seja
elevada. Tal procedimento pode ser prejudicial ao pleno crescimento e
desenvolvimento vegetal, mas permite garantir a sobrevivéncia, desde que o
déficit hidrico ndo seja altamente severo e prolongado (Silva et al., 1998).

A regulacdo estomatica ¢ um mecanismo utilizado pela plantas para
evitar a perda de adgua, a qual ¢ afetada, em muitos casos, pelo déficit de pressao
de vapor, conforme verificaram Hernandez et al. (1989), em trabalho com a
espécie Coffea arabica, analisando a condutincia foliar & difusdo de gases em
fun¢do da umidade atmosférica.

A redutase do nitrato (RN) avaliada nas folhas, de maneira geral, para as
plantas controle, sofreu pouca variagdo em sua atividade ao longo do periodo
experimental (Figura 4). Entretanto, para as plantas submetidas ao déficit
hidrico, houve ligeiro declinio na atividade da RN do primeiro até 12° dia de
avaliagdo, em relacdo as plantas controle. A partir desse periodo, foi observada
queda gradativa até a ultima avaliagdo, realizada aos 24 dias para este
tratamento, de, aproximadamente, 67% entre o inicio e o final das avaliagdes.
Esta expressiva redu¢do na atividade da RN nas folhas coincide com o periodo
de maior declinio no potencial hidrico (Figura 1) que, a partir dos 15 dias, ja
apresentava valores proximos a -2,0 MPa. Ja os tratamentos re-irrigados
apresentaram pequena recuperagdo na atividade da RN em relacdo as plantas
submetidas ao estresse hidrico, sendo a maior diferenca observada aos 15 dias

para o tratamento 48 horas de re-irrigacdo, porém, ndo retornando a uma
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atividade semelhante a observada nas plantas controle. Isto significa que, a partir
desta data, as plantas comecaram a sofreram danos irreversiveis.

Para os tratamentos com suspensdo da irrigagdo e os re-irrigados, a RN
mostrou atividade apenas até a avaliagdo realizada aos 24 dias apds o inicio do

experimento.
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FIGURA 4. Atividade da RN em folhas de cafeeiro progénie Siriema submetidas
ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—#—), ndo-irrigadas (--m--), re-irrigadas 24
horas (---A--) e re-irrigadas 48 horas apds o estresse (—x—). As barras
representam o erro padrao da média de quatro repetigoes.

Nas raizes, houve declinio na atividade da RN nas plantas controle, a
partir do nono dia de avaliagcdo. Este fato pode estar relacionado ao espago
limitado para o desenvolvimento das raizes, além de uma diminuicdo da
quantidade do nitrato presente no substrato das plantas (Figura 5). Esse mesmo
comportamento foi observado no tratamento nao irrigado, ou seja, & medida que
foi aumentando o periodo de estresse hidrico, a atividade da RN foi decaindo,

porém, a valores expressivamente inferiores aos observados nas plantas controle.
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A re-irrigacdo das plantas proporcionou um pequeno aumento na atividade da
RN nas raizes apenas no periodo entre os dias 12 a 24, sendo mais expressiva

aos 15 e 18 dias, para o tratamento 48 horas.

Redutase do Nitrato
pmol de NO 2" g MF '
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FIGURA 5. Atividade da RN em raizes de cafeeiro progénie Siriema submetidas
ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—#—), ndo-irrigadas (--m--), re-irrigadas 24
horas (---A--) e re-irrigadas 48 horas ap6s o estresse (—x—). As barras
representam o erro padriao da média de quatro repetigoes.

A atividade da RN ¢ altamente modulada por fatores externos do
ambiente, como luz, temperatura e agua e, normalmente, sua sintese e atividade
sdo induzidas pela presenca de substrato (Freitas et al., 2007). Havendo o nitrato,
ocorre um estimulo a sintese de novo da referida enzima, porém, se a planta
passa por uma situagdo de estresse hidrico moderado, da ordem de -0,8 a -2,0,
sua atividade pode ser reduzida em 20%, chegando a 50% quando a planta sofre

um estresse intenso (Hsiao, 1979). A diminui¢do observada na atividade da RN
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pode estar relacionada a um decréscimo no fluxo do substrato (NO5’) por falta de
umidade, principal fator regulador da sintese dessa enzima.

E possivel que a menor atividade da RN ocorrida nessas plantas
submetidas ao estresse hidrico constitua um processo regulatorio na auséncia de
crescimento ativo, que evoluiu no sentido de conservar energia quando a
fotossintese € diminuida. Assim, como a conservagdo de energia ¢ um requisito
essencial para a sobrevivéncia durante o estresse, supde-se que uma rapida
reducdo na atividade da RN se traduza numa vantagem metabodlica (Sinha &
Nicholas, 1981).

Para as caracteristicas relacionadas a anatomia das folhas (Tabela 1),
apresentaram diferengas significativas a espessura da epiderme da face adaxial e
o parénquima palicadico (Figura 6), sendo os maiores valores observados nas
plantas controle em relacdo as plantas submetidas a suspensao da irrigacdo, apos
30 dias. Quanto ao niimero de estdomatos (Figura 7), a maior densidade foi
observada nas plantas sob estresse hidrico, tendo as mesmas apresentado maior
razao entre os diametros polar e equatorial (DP/DE) em relag¢ao ao controle. Tais
resultados indicam que estas plantas exibiram adapta¢des, como uma maior
densidade estomatica em resposta ao estresse hidrico. No presente caso, a maior
razdo DP/DE foi observada nas plantas sob estresse, mostrando que seus
estdmatos se encontravam mais fechados em relagdo as plantas mantidas
irrigadas, mecanismo adotado pelas plantas para reter a0 maximo a agua
existente em seu interior. Esse aumento implica em modifica¢cdes na busca de
uma maior funcionalidade dos estdmatos, que adquirem um formato elipsoide,
na condicdo de restri¢do hidrica. Para as demais caracteristicas analisadas nao

houve diferenca significativa.
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FIGURA 6. Fotomicrografias de segdes transversais em folhas de cafeeiro
progénie Siriema. Plantas irrigadas — 30 I (A), Nao irrigadas - 30 NI (B). Barra =
50 pm.

FIGURA 7. Fotomicrografias de se¢des paradérmicas da epiderme da face
abaxial em folhas de cafeeiro progénie Siriema. Plantas irrigadas — 30 I (A), Nao
irrigadas - 30 NI (B). Barra = 50 um.
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TABELA 1. Anatomia foliar de mudas de cafeeiro progénie Siriema submetidas
a 30 dias de deficiéncia hidrica.

Tratamento
Caracteristicas avaliadas Controle Deficiéncia hidrica

Folha Folha
Espessura da epiderme adaxial (um) 27,83 a 2435b
Espessura da epiderme abaxial (um) 2441 a 22,53 a
Espessura do parénquima paligadico (um) 69,33 a 63,37b
Espessura do parénquima lacunoso (pm) 175,10 a 167,01 a
Espessura do limbo foliar (um) 281,61 a 264,82 a
Densidade estomatica (n°/mm2) 123,02 b 175,21 a
Diametro polar (um) 24,78 b 27,36 a
Diametro equatorial (pm) 16,92 a 15,60 b
Razdo didmetro polar/equatorial (pm) 1,47b 1,76 a

*Médias seguidas de mesma letra entre tratamentos ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (P = 0,05).

A lamina foliar é a estrutura que mais se modifica em resposta as
alteracdes ambientais e constitui o principal sitio na producdo de
fotoassimilados, embora tenha sido observado, em laminas foliares das mudas
de café, que a espessura do limbo ndo diferiu estatisticamente entre os diferentes
regimes hidricos.

Varia¢des no comportamento estomatico, tanto em relacdo a densidade
quanto ao tamanho dos estdmatos, ¢ uma caracteristica muito varidvel em
plantas em fun¢@o do ambiente onde se encontram e ocorrem freqiientemente em
plantas submetidas a diferentes estresses (Melo et al., 2004; Castro et al., 2005).

A diminuicdo no tamanho dos estdmatos ¢ um evento reconhecidamente



importante na regulacao das trocas gasosas, uma vez que folhas com estomatos
menores apresentam maior eficiéncia no uso da agua por apresentarem um
menor tamanho dos poros estomaticos, condicionando, assim, uma menor perda
de agua por transpiracdo (Abrams et al., 1994). Nesse mesmo sentido, o aumento
na densidade estomatica, acoplada & diminui¢do no tamanho dos estomatos, &
uma alternativa ao suprimento adequado de CO, necessario a fotossintese, sem
que haja excessiva perda de dgua em detrimento dos estdmatos com poros de
menor tamanho (Melo et al., 2007).

Esses resultados corroboram com diversos autores que observaram que o
numero de estdmatos pode variar entre folhas da mesma espécie, crescendo em
diferentes condigdes ambientais, evitando, assim, que a fotossintese seja limitada

nessas condigdes.

4 CONCLUSOES

O estresse hidrico afetou severamente o potencial hidrico e a resisténcia
estomatica.

A atividade da redutase do nitrato nas folhas foi nula a partir dos 24 dias
de avaliagdo.

O estresse hidrico promoveu um aumento na densidade estomatica nas
plantas sob estresse.

Plantas de cafeeiro Siriema sob estresse hidrico apresentam capacidade

de recuperagdo de até 21 dias sob estresse.
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CAPITULO 3

TEORES DE CARBOIDRATOS E ATIVIDADE DE SUSY E
INVERTASES EM CAFEEIROS SIRIEMA SOB ESTRESSE HIDRICO
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RESUMO

MELO, Emanuelle Ferreira. Teores de carboidratos e atividade de Susy e
invertases em cafeeiros Siriema sob estresse hidrico. In: .Modificacgdes
ecofisiolégicas, bioguimicas e anatémicas em cafeeiro progénie Siriema sob
deficiéncia hidrica. 2008. Cap. 3, p. 47-72. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.'

O objetivo deste trabalho foi avaliar as modificagdes ocorridas nos
teores de carboidratos e na atividade das enzimas Sacarose Sintase e Invertases
em mudas de cafeeiro progénie Siriema submetidas a diferentes periodos de
estresse hidrico e a sua capacidade de recuperagdo apds 24 ¢ 48 horas de re-
irrigagdo. O experimento foi conduzido na 4area experimental do Setor de
Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras, MG. Quando os tratamentos foram estabelecidos, um grupo de mudas
continuou sendo irrigado diariamente (controle), enquanto outro grupo foi
submetido a suspensao total da rega até 30 dias. Este grupo foi sub-dividido em
trés para a avaliagdo do comportamento das plantas em fungfo do estresse
hidrico e sua capacidade de recuperagdo 24 e 48 horas apos a re-irrigagdo. As
coletas de folhas e raizes foram realizadas a cada trés dias e o experimento
montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés repeti¢cdes
por periodo de avaliagdo. Observou-se um significativo aumento nos teores de
acucares soluveis totais e redutores tanto nas folhas, quanto nas raizes nos
tratamentos ndo irrigados. Os tratamentos re-irrigados apresentaram a mesma
tendéncia dos ndo-irrigados, porém com teores menores. Houve uma redugéo
expressiva nos teores de amido nas plantas ndo-irrigadas em folhas e raizes. As
enzimas sacarose sintase e as invertases neutra e dcida tiveram a sua atividade
aumentada em decorréncia do estresse hidrico.

! Orientador: Antonio Chalfun-Janior — UFLA
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ABSTRACT

MELO, Emanuelle Ferreira. Levels of carbohydrates and activity of Susy and
Invertases in coffee tree Siriema under water stress. In:  Ecophysiological,
biochemical and anatomical changes in coffee tree progeny Siriema under
water deficit. 2008. Chap.3, p. 46-71. Dissertation (Master in Agronomy/Plant
Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras.'

The objective of this study was to evaluate the changes in levels of
carbohydrates and the activity of enzymes Sucrose Sintase and Invertases in
seedlings of coffee progeny Siriema subjected to different periods of water stress
and its ability to recover after 24 and 48 hours of re-irrigation. The experiment
was conducted in the experimental area of Plant Physiology, Department of
Biology of the Federal University of Lavras, MG. When the treatments were
established, a group of seedlings continued to be irrigated daily (control), while
another group was referred to a full suspension of irrigation by 30 days. This
group was sub-divided into three to assess the plants according to water stress
and its ability to recover 24 and 48 hours after re-irrigation. The evaluations and
collections of leaves and roots were held every three days and experiment
carried out in a completely randomized design (DIC), with three repetitions for
the assessment period. There was a significant increase at the levels of total
soluble sugars and reducing ones, both in the leaves and roots of the non-
irrigated treatments. The re-irrigated treatments showed similar behavior of the
non-irrigated plants, however, lower levels of sugars were detected. Leaves and
roots of the non-irrigated plants showed a significant reduction at the levels of
starch. Sucrose Synthase and Invertases, neutral and acid, had increased its
activity as a result of water stress.

! Adviser: Antonio Chalfun-Janior — UFLA
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1 INTRODUCAO

As plantas, quando estdo em condigdes favoraveis, produzem
carboidratos por meio do processo fotossintético, sendo parte para consumo
imediato e parte para armazenamento. Porém, sob condicdes de estresse hidrico,
elas respondem de forma complexa a esta situacdo. As respostas podem ser em
nivel morfoldgico, fisioldgico e molecular, que irdo depender do genotipo da
planta, da duragdo e da severidade do estresse, do estadio de desenvolvimento da
planta e da natureza do estresse. A sua sobrevivéncia depende, principalmente,
da velocidade com que sdo capazes de responder aos estimulos externos. Dessa
forma, as plantas estdo continuamente ajustando o seu metabolismo as
flutuagdes do ambiente externo, pois os fendmenos vitais ativos estdo
condicionados a um suficiente suprimento hidrico (Vidal et al., 2005).

O acumulo intracelular de solutos osmoticamente ativos em resposta as
condi¢des estressantes de baixa disponibilidade de agua ¢ um importante
mecanismo desenvolvido pelas plantas que toleram a seca com baixo potencial
hidrico (Turner, 1986). Este mecanismo, denominado ajustamento osmotico
(Chaves, 1991), tem sido verificado em varias espécies e ¢ considerado um dos
mais eficazes para a manutengdo da turgescéncia celular, permitindo,
principalmente, a manutencdo da abertura estomatica e fotossintese sob
condicdes de baixo potencial hidrico no solo (Kramer, 1995).

Dias et al. (2007), avaliando duas progénies de café quanto a tolerancia a
seca, concluiram que o material Siriema apresenta uma melhor manutencdo de
area foliar e vigor sob condigdes secas e, por isso, tem sido classificado
empiricamente como tolerante a seca. Em plantas adultas de Siriema, sob déficit

hidrico, Carvalho et al. (2007) inferiram que genotipos mais precoces, 0s quais
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apresentam diferenciagdo floral mais cedo, apresentaram uma maior tolerancia a
seca em relacdo aos gendtipos mais tardios.

Apesar dos progressos ja alcancados e das evidéncias que apontam o
Siriema como tolerante a seca, ndo existem estudos que expliquem os
mecanismos envolvidos nesta tolerdncia. Entender como sdo ativadas e como
ocorrem essas respostas adaptativas constitui o ponto principal para o
desenvolvimento de novas cultivares comerciais, mais tolerantes a seca.

Diante do exposto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
as alteragdes ocorridas nos teores de carboidratos e na atividade das enzimas
sacarose sintase ¢ invertases em mudas de cafeeiro ‘Siriema’ submetidas ao
déficit hidrico até 30 dias e a sua capacidade de recuperacdo apos 24 e 48 horas

de re-irrigacao.

2 MATERIAL E METODOS

O material utilizado para as andlises bioquimicas foi coletado
diariamente apds as avaliagdes descritas no item sobre material ¢ métodos do
capitulo 2. As amostras de folhas e raizes foram imediatamente congeladas em
N, liquido e armazenadas em freezer, a -80°C, até o momento da efetivagdo das
analises. O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com trés repetigdes por periodo de avaliagdo. Cada repeticdo

correspondeu a uma planta.
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2.1 Extracao e quantificacdo de acUcares sol(veis totais, acUcares redutores

e amido

Para a quantificacdo dos carboidratos, amostras de 0,3 g de matéria
fresca foram maceradas em almofariz com 5 mL tampdo fosfato de potéssio
0,1 M, pH 7,0 e levadas ao banho-maria, a 40°C, por 30 minutos. Os extratos
foram centrifugados a 11.000 g por 20 minutos, a 18°C. Em seguida, os
sobrenadantes foram coletados e os pellets foram ressuspendidos em 5 mL do
mesmo tampdo e centrifugado nas mesmas condi¢des descritas acima. Os
sobrenadantes resultantes foram coletados, adicionados aos sobrenadantes da
primeira coleta e armazenados, a -20°C, para posteriores quantificagdes de
aglcares redutores e soluveis totais.

Os pellets resultantes foram ressuspendidos em 8 mL de tampao acetato
de potassio 0,1 M pH 4,8 ¢ levados ao banho-maria, a 100°C, por 5 minutos. Em
seguida, foram acrescentados 2 mL do preparado da enzima amiloglucosidade,
totalizando 12,6 unidades da enzima em cada amostra e, novamente, os pellets
levados ao banho-maria, a 40°C. Apds duas horas, os homogenatos foram
submetidos a centrifugagdo, a 11.000 g, por 20 minutos, a 18°C e os
sobrenadantes coletados tiveram seus volumes completados para 15 mL com
agua destilada e, em seguida, congelados para posterior quantificagdo de amido.
Foram utilizadas trés repeti¢des para cada tratamento.

Para a quantificacdo dos agucares redutores foi utilizado o método do
acido dinitrosalicilico (DNS), descrito por Miller, (1959). Para a quantificagdo
dos agucares soluveis totais e do amido, foi utilizado o método da antrona

(Yemm & Coccking, 1954).
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2.2 Extracdo e quantificacdo da atividade da enzima sacarose sintase

Foi avaliada atividade da enzima sacarose sintase em folhas ¢ em raizes
de cafeeiro, conforme metodologia descrita por Cazetta et al. (1999), tendo 0,2 g
de tecido vegetal sido homogeneizados em 2 mL de tampao HEPES 50 mM, pH
7,0, MgCl, 2 mM, DTT 2 mM e EDTA 1 mM, centrifugados a 18.000 g, por 20
minutos, a 4°C e o sobrenadante coletado para a atividade da enzima. A
incubacdo foi feita a 37°C, por 40 minutos, em tampdo MES 100 mM, pH 6,0,
contendo 5 mM de UDP, 300 mM de sacarose ¢ 5 mM de MgCl,. Para a
quantificag@o, utilizou-se o método do DNS para actcares redutores (Miller,
1959) e a atividade enzimatica foi obtida ap6s 40 minutos de incubagdo e

abatimento dos valores do tempo zero.

2.3 Extracdo e quantificacdo da atividade das Invertases

A extragdo e a incubacdo das invertases soluveis (INC: invertase neutra
do citosol e IAV: invertase acida do vacuolo) foram realizadas conforme
descrito por Zeng et al. (1999) e da invertase insolavel (IAPC: invertase acida da
parede celular), segundo Cazetta et al. (1999), com algumas modificagoes.

A extragdo da INC e IAV foi realizada por meio da homogeneizagao de
0,2 g de matéria fresca de folhas e raizes em 2 mL do tampao de extragdo
contendo HEPES 200 mM, pH 7,5, 1 mM de PMSF, 5 mM de MgCl,, 1 mM de
DTT e 50 mM de acido ascorbico, seguida pela centrifugagdo a 18.000 g, por 20
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado para as analises das invertases
soluveis e o pellet ressuspendido e homogeneizado em 2 mL de tampdo acetato
de s6dio 200 mM, pH 4,5, 1 mM de PMSF, 5 mM de MgCl,, 1 mM de DTT, 50
mM de acido ascérbico e 1 M de NaCl para a extracdo da IAPC, seguido de
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centrifugacdo a 18.000 g, por 20 minutos, a 4°C, coletando-se o sobrenadante
para a analise da enzima.

A atividade das enzimas foi realizada em tampao fosfato de potassio 100
mM, pH 7,5 para a INC e em tampdo acetato de sédio 200 mM, pH 4,5 para a
IAV e IAPC, acrescidos de 5 mM de MgCl, e 200 mM de sacarose. A incubagio
foi realizada em banho-maria, a 30°C, por 40 minutos. As amostras foram
adicionadas NaOH 1N, 150 uL para INC e 300 pL para IAV e IAPC, com a
finalidade de paralisar a reagdo enzimatica. Para a quantificagdo, utilizou-se o
método do DNS para agucares redutores (Miller, 1959) e a atividade enzimatica
foi obtida ap6s 40 minutos de incubacdo e abatimento dos valores do tempo

Z€10.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de agucares soluveis totais (AST) no tratamento controle
permaneceram constantes durante todo o periodo experimental, tanto para as
folhas, quanto para as raizes. Nas folhas (Figura 1), a partir do nono dia, os
tratamentos ndo irrigados apresentaram teores de aglcares soluveis totais
superiores ao tratamento controle, mantendo-se mais elevados durante todo o
periodo avaliado. Os maiores valores alcangados foram aos 24° e 27° dias de
suspensao hidrica. Este aumento coincide com o periodo de maior declinio no
potencial hidrico foliar, possivelmente para uma regulagdo osmdtica das células
neste periodo de intensa restricdo hidrica. O tratamento re-irrigado 24 horas
diferiu do ndo-irrigado a partir do 24° dia, apresentando valores menores do que
aquele tratamento. Os tratamentos re-irrigados 24 e 48 horas apds o estresse

hidrico s6 diferiram entre si aos 15° ¢ 18° dias de avaliacao.
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FIGURA 1. Teores de agucares soluveis totais (AST) em folhas de cafeeiro
progénie Siriema submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—4—), ndo
irrigadas (--m--), re-irrigadas 24 horas (---A--) e re-irrigadas 48 horas apos o
estresse (—x—). As barras representam o erro padrdo da média de trés repeticdes.

Para as raizes (Figura 2), os teores de AST nos tratamentos ndo-irrigados
aumentaram desde o primeiro dia de avaliagdo e mantiveram-se superiores ao
controle durante todo o periodo experimental. Os maiores valores foram
alcangados ao 24° dia (21,97 mg g MF™"). Os tratamentos re-irrigados 24 e 48
horas ap6s o estresse apresentaram teores de AST menores que o tratamento

nao-irrigado, porém, ndo se igualando ao controle.
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FIGURA 2. Teores de agucares soluveis totais (AST) em raizes de cafeeiro
progénie Siriema submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—e—), ndo
irrigadas (--m--), re-irrigadas 24 horas (---A--) e re-irrigadas 48 horas apos o
estresse (—x—). As barras representam o erro padrao da média de trés repeticdes.

O acumulo de metabolitos em plantas sob condi¢des de déficit hidrico é
conhecido como ajustamento osmoético (Chaves, 1991), em que certos
carboidratos podem servir como solutos compativeis, fazendo a manutengdo do
potencial hidrico, além da protecdo das células durante a desidratacdo, pela
formagédo de estruturas vitreas (Nepomuceno et al., 2001). Assim, o ajustamento
osmotico permite que o crescimento celular ocorra sob um potencial hidrico que,
geralmente, seria inibidor de tal condi¢do. Ele também auxilia a manutengdo da
abertura estomatica e o funcionamento do aparelho fotossintético, permitindo
que este opere mesmo em condi¢des de baixo potencial hidrico (Turner, 1997).

Plantas submetidas a condigdes de estresse hidrico, que apresentam
grande capacidade fotossintetizante, podem armazenar reservas de carboidratos
para o uso em periodos de escassez de dgua. No periodo chuvoso, guardam o

excesso de fotoassintatos nas raizes e no caule, utilizando-os logo no
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aparecimento das primeiras chuvas para a formacao das folhas e flores (Souza et
al., 1983).

Em relacdo aos acucares redutores (AR), tanto nas folhas como nas
raizes o tratamento controle manteve-se praticamente constante durante todo o
periodo experimental. Nas folhas (Figura 3), o tratamento ndo irrigado diferiu do
controle a partir do 9° dia, a partir do qual estes teores cresceram
gradativamente, atingindo seu valor maximo ao 24° dia (1,65 Mmol g MF ) e
sofrendo ligeira queda ao 27° e ao 30° dia. O mesmo comportamento ocorreu
para as raizes (Figura 4), ou seja, os teores de AR no tratamento ndo irrigado
aumentaram em decorréncia do estresse hidrico, potencializando, dessa forma,

as reagdes de oxirredugdo de plantas submetidas ao estresse.

AR (Mmol g MF")

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
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FIGURA 3. Teores de agucares redutores (AR) em folhas de cafeeiro progénie
Siriema submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—#—), ndo irrigadas (-
-m--), re-irrigadas 24 horas (- A --) e re-irrigadas 48 horas apds o estresse (—x—).
As barras representam o erro padrao da média de trés repeticdes.
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FIGURA 4. Teores de agucares redutores (AR) em raizes de cafeeiro progénie
Siriema submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—¢—), ndo irrigadas (--
m--), re-irrigadas 24 horas (--- A ---) e re-irrigadas 48 horas apds o estresse (—x—).
As barras representam o erro padrao da média de trés repeticdes.

Algumas espécies, quando submetidas ao déficit hidrico, apresentam um
significativo aumento do teor de aglicares redutores nas plantas néo irrigadas em
relagdo as irrigadas, indicando, assim, que essas plantas apresentam maior
capacidade de suportar os danos causados por esse déficit, como foi comprovado
por Silva et al. (2001), estudando algumas espécies de gramineas submetidas ao
estresse hidrico.

O aumento dos teores de AR em plantas sob condigdes de déficit hidrico
pode ser devido a um aumento na atividade das invertases, simultaneamente ao
abaixamento do potencial hidrico foliar. De acordo com Valliyodan & Nguyen
(2006), o acumulo de hexoses pode contribuir para o ajustamento osmdtico,
evitando maiores danos celulares associados a desidratacdo celular.

Chaves-Filho & Stacciarini-Seraphin (2001), avaliando os teores de
carboidratos soluveis totais e redutores em folhas e raizes de S. lycocarpum,

demonstraram que os niveis desses compostos aumentaram significativamente
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em resposta ao estresse hidrico, tendo sido os agucares redutores os que mais
contribuiram para esse aumento. Plantas de Gossypium hirsutum L.
apresentaram seus teores de amido reduzidos e os niveis de aglicares redutores
aumentados, quando cultivadas sob condi¢des de déficit hidrico (Marur, 1998).
Analisando os teores de amido nas folhas (Figura 5), pode-se observar
que as diferencas significativas entre o tratamento nao irrigado e o controle se
estabeleceram a partir do 12° dia, permanecendo os teores de amido no controle
superior as plantas com déficit hidrico durante todo o periodo avaliado. O teor
de amido nas folhas das plantas ndo irrigadas passou de 10,39 mg g de MF™, ao
3° dia, para 1,48 mg g de MF™', a0 30° dia de avaliagdo. A re-irrigagio as 24 e as

48 horas, para este Giltimo, periodo aumentou esse valor para 3,69 mg g de MF'.
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FIGURA 5. Teores de amido em folhas de cafeeiro progénie Siriema submetidas
ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—#—), nao irrigadas (--m--), re-irrigadas 24
horas (---A--) e re-irrigadas 48 horas apds o estresse (—x—). As barras
representam o erro padrao da média de trés repeticdes.
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Nas raizes (Figura 6), os maiores teores também foram encontrados no
tratamento controle. Nas plantas ndo irrigadas, os teores de amido diminuiram
gradativamente até o ultimo periodo avaliado (1,30 mg g de MF"),
demonstrando, dessa forma, a necessidade da planta, sob condi¢des de estresse,
de uma maior hidrolizacdo de reservas para manter-se biologicamente ativa em

tecidos radiculares.
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FIGURA 6. Teores de amido em raizes de cafeeiro progénie Siriema submetidas
ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (——), ndo irrigadas (--m--), re-irrigadas 24
horas (---A--) e re-irrigadas 48 horas apds o estresse (—x—). As barras
representam o erro padrao da média de trés repeti¢des.

A seca exerce importante influéncia no teor de carboidratos em diversas
espécies e, em virtude do seu efeito, o amido é degradado nos tecidos que o
acumulam, ocorrendo aumento na quantidade de actcares soluveis e redutores.
A redugdo na concentracdo de amido em plantas submetidas ao estresse hidrico ¢
uma resposta bem caracterizada em plantas de café, tanto sob estresse hidrico

moderado quanto severo (Praxedes et al., 2006).
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Segundo Pinheiro et al. (2001), quando as plantas de café sdo expostas a
uma condi¢@o de estresse hidrico, normalmente ocorre diminuigdo nos teores de
amido e aumento nos teores de acucares soluveis totais, tornando-os disponiveis
a planta. Isso pode ser devido ao fato de as plantas sob déficit hidrico
apresentarem um aumento na hidrélise do amido (Chaves, 1991).

Na maioria das plantas, a sacarose ¢ o principal agucar exportado dos
locais de sintese (folhas) para as regides de consumo (caule, gemas vegetativas,
raizes e oOrgdos reprodutivos), onde serd utilizada para o crescimento e ou
armazenamento. As hexoses liberadas a partir da hidrolise de sacarose podem
ser utilizadas em processos anabolicos ou catabdlicos e também fornecendo
acucares redutores para o processo de ajustamento osmoético. Dentre as enzimas
que participam dessa hidrdlise, as invertases parecem ser mais ativas do que a
sacarose sintase (Kingston-Smith et al., 1999).

Como demonstrado na Figura 7, a atividade da Susy nas plantas
submetidas ao estresse hidrico aumentou nas folhas de cafeeiro durante todo o
periodo avaliado. A partir do 9° dia, observou-se uma diferenga significativa
entre os tratamentos irrigados e ndo irrigados, a qual foi mantida até os 30 dias.
Esse aumento da atividade em folhas ¢ uma condi¢do necessaria, uma vez que a
planta mantida em condigdes de estresse necessita catalizar reagdes de sacarose
em hexoses, uma vez que sua condigdo fotossintética ¢ afetada pela restrigdo a
agua. As raizes (Figura 8) apresentaram o mesmo comportamento que as folhas,

tendo a atividade da Susy aumentado no tratamento nao-irrigado.
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FIGURA 7. Atividade Susy em folhas de cafeeiro progénie Siriema submetidas
ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—#—), ndo irrigadas (--m--), re-irrigadas 24

horas (---A--) e re-irrigadas 48 horas apés o estresse (—x—). As barras
representam o erro padrao da média de trés repeti¢des.
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FIGURA 8. Atividade da Susy em raizes de cafeeiro progénie Siriema
submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—#—), ndo irrigadas (--m--), re-

irrigadas 24 horas (---A--) e re-irrigadas 48 horas apds o estresse (—x—). As
barras representam o erro padrdo da média de trés repetigoes.
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Em tecidos vegetais, o processo inicial para a utilizacdo da sacarose ¢ a
sua clivagem por meio das enzimas invertases ou Susy, resultando na produgéo
de hexoses — glicose ou UDP-glicose, respectivamente, que sdo essenciais como
fontes de energia, produto primario para a sintese de diferentes produtos de
reserva e para atender a demanda de crescimento dos tecidos. Embora invertases
e Susy estejam envolvidas na clivagem de sacarose, a participacdo de cada uma
dessas enzimas no crescimento e no desenvolvimento das plantas ¢ diferenciada
(Winter & Huber, 2000).

A Susy tem seu papel reconhecido em varios processos metabolicos das
plantas. Admite-se que a atividade da Susy esteja relacionada
predominantemente com a sintese de parede celular ¢ de amido (Winter &
Huber, 2000), mas também pode estar associada com a sintese de sacarose.
Nesse sentido, a atividade desta enzima torna-se de fundamental importancia,
visto que, sob déficit hidrico, as plantas apresentam baixos teores de amido.

O manejo da cultura do cafeeiro pode influenciar na atividade de
enzimas chave no metabolismo dos carboidratos. Silva et al. (2003), trabalhando
com aplicacdes de 0,5% e 1% de sacarose em plantas de cafeeiro encontraram
aumento da atividade das invertases e Susy em plantas depauperadas, quando
comparadas com as testemunhas que receberam somente agua.

A atividade invertasica foi maior nos tratamentos ndo irrigados, tanto
para as folhas quanto para as raizes. A invertase neutra do citosol (INC),
avaliada nas folhas (Figura 9), durante o 15°, o 18° e o 21° dia, apresentou
valores semelhantes. A partir dai houve uma queda na atividade, chegando a
valores abaixo do controle. As raizes (Figura 10) apresentaram valor maximo de
atividade ao 15° dia de experimento no tratamento ndo irrigado. A partir deste
periodo, a sua atividade decresceu, porém, ndo retornou aos valores encontrados

no tratamento controle.
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FIGURA 9. Atividade da INC em folhas de cafeeiro progé€nie Siriema
submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—#-), ndo irrigadas (--m--),

re-irrigadas 24 horas (--- A ---) e re-irrigadas 48 horas apos o estresse (—x—). As
barras representam o erro padrao da média de trés repetigoes.
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FIGURA 10. Atividade da INC em raizes de cafeeiro progénie Siriema
submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—#-), ndo irrigadas (--m--),

re-irrigadas 24 horas (--- A ---) e re-irrigadas 48 horas apos o estresse (—x—). As
barras representam o erro padrao da média de trés repeticdes.

64



Para a invertase acida do vacuolo (IAV), o tratamento nao-irrigado nas
folhas (Figura 11) apresentou atividade da enzima crescente, durante todo o
experimento, ao passo que, nas raizes (Figura 12), a partir do 21° de avaliagdo, a
atividade desta enzima diminuiu levemente no tratamento ndo irrigado. Os
tratamentos re-irrigados 24 e 48 horas apresentaram a mesma tendéncia que os

nao-irrigados, porém, com valores menores.
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FIGURA 11. Atividade da TAV em folhas de cafeeiro progénie Siriema
submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—#-), ndo irrigadas (--m--),

re-irrigadas 24 horas (--- A --+) e re-irrigadas 48 horas apos o estresse (—x—). As
barras representam o erro padrao da média de trés repeticdes.
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FIGURA 12. Atividade da IAV em raizes de cafeeiro progénie Siriema
submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—-), ndo irrigadas (--m--),
re-irrigadas 24 horas (--- A ---) e re-irrigadas 48 horas apos o estresse (—x—). As
barras representam o erro padrao da média de trés repetigoes.

Ja para a invertase acida da parede celular (IAPC) nas folhas (Figura
13), maior atividade foi encontrada ao 12° e ao 15° dia, nos tratamentos nao
irrigados, mantendo-se os seus teores mais elevados durante todo o periodo
experimental, se comparados ao do controle. Nas raizes (Figura 14), houve
queda na atividade, a partir do 24° dia, no tratamento ndo-irrigado, chegando a
valores bem abaixo do controle.

No presente trabalho foi verificada a importante contribuicdo das
invertases para o aumento dos aglcares redutores, possibilitando o ajuste

osmotico dessas plantas. Ja a Susy apresentou menor atividade.

66



50,0 1
45,0
40,0 -
35,0 1
30,0 4
25,0
20,0
15,0
10,0
5,0 A
0,0

umol de AR g MF K

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Dias de Estresse

FIGURA 13. Atividade da IAPC em folhas de cafeeiro progénie Siriema
submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (—¢—), ndo irrigadas (--m--), re-

irrigadas 24 horas (---A---) e re-irrigadas 48 horas apos o estresse (—x—). As
barras representam o erro padrao da média de trés repetigoes.
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FIGURA 14. Atividade da IAPC em raizes de cafeeiro progénie Siriema
submetidas ao estresse hidrico. Plantas irrigadas (——), ndo irrigadas (--m--), re-

irrigadas 24 horas (---A---) e re-irrigadas 48 horas ap6s o estresse (—x—). As
barras representam o erro padrao da média de trés repetigoes.
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A atividade da Susy e da invertase (especialmente as invertases acidas),
que sdo as principais enzimas envolvidas na utilizagdo da sacarose, geralmente,
sdo aumentadas em situacdes de restricdo de agua, o que pode contribuir para o
acumulo de hexoses (Praxedes et al., 2006). Ainda segundo os mesmos autores,
valores de potencial hidrico em torno de -3,0 MPa ocasionam um aumento na
concentragdo de sacarose, que também é acompanhado de uma concentragdo de
hexoses, consistentes com o aumento na atividade das invertases acidas. A
sacarose ¢ um soluto compativel que poderia funcionar como agente
osmoprotetor durante a dessecacdo (Schwall et al., 1995) e, por conseguinte, a
sua acumulagdo poderia estar associada a tolerdncia a seca.

A crescente atividade da INC na folha, possivelmente, esta ligada ao
fornecimento de energia (respiragdo) para os processos metabolicos de sintese de
sacarose ¢ manutencdo. De acordo com a hipdtese acima, a INC ¢ considerada
uma enzima de manutencdo, envolvida na degradagdo de sacarose quando as
atividades da invertase acida da parede celular e Susy sdo baixas (Copeland,
1990).

A invertase vacuolar (IAV) parece controlar a rota primaria de clivagem
da sacarose em tecidos em expansdo (Winter & Huber, 2000) e em tecidos
maduros (Copeland, 1990) e contribui para o fluxo de hexose através do
tonoplasto e para a entrada de hexoses no metabolismo citoplasmatico.

Assim, a demanda por produtos da degradagdo da sacarose é um fator
importantes a varios processos bioldgicos e ¢ controlada pelas enzimas de

degradagdo (INC, IAV, IAPC e Susy).
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4 CONCLUSOES

A maior concentragdo de agucares soluveis totais e redutores
encontradas em plantas submetidas ao estresse hidrico indicam uma capacidade
de ajustamento osmoético, que ¢ uma caracteristica de interesse em plantas
resistentes a seca.

Os teores de amido diminuiram consideravelmente nas plantas sob
déficit hidrico, possivelmente devido a uma maior hidrolise do amido nestas
condigdes.

Todas as enzimas avaliadas apresentaram a sua atividade aumentada em

decorréncia do estresse hidrico.
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ANEXOS

TABELA 1A. Resumo das analises de varidncia para espessura da epiderme
adaxial (EEAd), espessura da epiderme abaxial (EEADb), espessura do
parénquima paligadico (EPP), espessura do parénquima lacunoso (EPL), e
espessura do limbo (EL).

FV GL Quadrados médios

EEAd EEAD EPP EPL EL
Tratamentos 1 96,8484* 28,5012 284,2324* 524,3941 2254,5612
Erro 30 19,5651  8,2853 64,7192 660,9491 545,3022
Total 31
CV(%) 16,95 12,26 12,13 15,03 8,55

* Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 1B. Resumo das analises de varidncia para densidade estomatica
(DE), diametro polar (DPo), didmetro equatorial (DEq) e razdo didmetro
polar/didmetro equatorial (DP/DE).

FV GL Quadrados médios

DE DPo DEq DP/DE
Tratamentos 1 21789,8469* 53,1221*  13,7944* 0,1711%
Erro 30 271,4979 1,3349 0,9284 0,0062
Total 31
CV(%) 11,05 4,43 5,93 4,90

* Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.
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