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RESUMO

LIMA, Ana Lucia da Silva, M. S., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2001, Respostas fotoquimcas e atividade do sistema antioxidativo em
dois clones de Coffea canephora sob condicdes de défice hidrico.

Orientador: Fabio Murilo Da Matta. Conselheiros: Marcelo Ehlers Loureiro e
Marcos Rogério Toétola.

Os efeitos do défice hidrico nos parametros fotoquimicos e nas
atividades da superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX), bem como em danos celulares, foram investigados em dois
clones de Coffea canephora Pierre com tolerancia diferencial a seca. Apds seis
dias sem irrigagéo, o potencial hidrico foliar na antemanha decresceu para
valores em torno de -3.0 MPa, sendo acompanhado pela supressédo da
fotossintese liquida em ambos os clones. A fluorescéncia inicial e a eficiéncia
fotoquimica do FSlI, avaliada pela razao entre fluorescéncia variavel e maxima,
permaneceram inalteradas apds a exposicdo dos clones ao défice hidrico. Sob
luz actinica, a eficiéncia de captura da energia de excitagcao pelos centros de
reacao “abertos” do FSII diminuiu significativamente somente no clone sensivel
a seca. O coeficiente de extingéo fotoquimica diminuiu similarmente em ambos
os clones, mas somente no clone sensivel a seca acarretou um aumento na
desativacdo térmica. O rendimento quéntico do transporte de elétrons diminuiu
similarmente em ambos os gendétipos. Sob condi¢des de seca, as atividades da
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SOD, CAT e APX aumentaram em maior extensao no clone tolerante a seca
do que no clone sensivel. Isso pareceu estar associado a uma maior prote¢ao
contra o estresse oxidativo, conforme depreende-se pela menor peroxidagao

de lipidios e perda de eletrélitos no clone tolerante a seca.
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ABSTRACT

LIMA, Ana Lucia da Silva, M. S., Universidade Federal de Vigcosa, March of
2001. Photochemical responses and activity of the antioxidant system
in two clones of Coffea canephora under water deficit conditions.

Adviser: Fabio Murilo Da Matta. Committee Members: Marcelo Ehlers
Loureiro and Marcos Rogério Tétola.

The effects of water deficit on photochemical parameters and activities of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX),
as well as cellular damages were investigated in two clones of Coffea
canephora Pierre differing in drought tolerance. After six days without irrigation,
leaf predawn water potential fell down to -3.0 MPa, that was accompanied by
the suppression of net photosynthesis in both clones. The initial fluorescence
and the photochemical efficiency of PSIl, as evaluated through variable to
maximum fluorescence ratio, remained unchanged as the clones were water-
stressed. Under actinic light, the capture efficiency of excitation energy by open
PSII reaction centres decreased significantly only in the drought-sensitive clone.
The photochemical quenching coefficient declined similarly in both clones, but
only the drought-sensitive clone exhibited an enhancement of thermal
deactivation under water deficit conditions. The quantum yield of electron
transport decreased similarly in both genotypes. Under drought conditions,
activities of SOD, CAT and APX increased to a greater extent in the drought-
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tolerant clone than in the drought-sensitive one. This seemed to be matched
with higher protection against oxidative stress, as judged by the lower levels of
lipid peroxidation and electrolyte leakage in the drought-tolerant clone.



L INTRODUGAO

Na maioria das plantas, a fotossintese é reduzida em resposta a seca.
Nas fases iniciais da deficiéncia hidrica, o fechamento estomatico tem sido
apontado como o fator principal da limitagdo da fotossintese (CHAVES, 1991;
PEREIRA e CHAVES, 1993). Todavia, na medida em que o défice hidrico
progride, ajustes internos nao-estomaticos, em diferentes niveis, sao
observados, incluindo-se redugéo da atividade de algumas enzimas do ciclo de
Calvin (DUA et al., 1994; KICHEVA et al., 1994) e alteragbdes do estoque de
carboidratos nas células (QUICK et al., 1992; ZRENNER e STITT, 1991).
Nesse contexto, o excesso de poder redutor, decorrente da redugédo da
assimilacdo do CO,, pode ser parcialmente utilizado para reduzir 0 oxigénio
molecular, levando a formagc&o de compostos altamente reativos (BADIAN! et
al., 1993). Esses compostos, normalmente radicais livres, apresentam uma
variedade de efeitos danosos as células. Séo formados basicamente pela
doacao de elétrons ou de energia para os atomos de oxigénio. Esse elemento,
no estado fundamental, pode ser considerado como um radical (com dois
elétrons nédo-pareados de “spins” paralelos), mas é a forma mais estavel do
oxigénio. Os “spins” paralelos fazem com que 0 oxigénio aceite somente um
elétron de cada vez e que reaja com nao-radicais apenas lentamente, porque
os elétrons de valéncia dos nao-radicais sao pareados e antiparalelos (FOYER

et al., 1994). Oxigénio singleto ('0,) é produzido pela adicao de energia, sem



que ocorra a adicdo de um elétron. A adigdo de um elétron ao oxigénio no
estado fundamental resulta no radical superéxido (Oz), enquanto um elétron
adicional produz o peréxido de hidrogénio (H2O4) (FOYER et al., 1994). Outro
radical derivado do oxigénio, o radical hidroxil (OH*) ¢ também altamente
reativo (ASADA, 1994). Em plantas, radicais livres derivados do oxigénio sao,
pois, resultantes de reag¢ées do oxigénio com os elétrons advindos das cadeias
de transportes de elétrons em mitocdndrias e cloroplastos (SALIN, 1988).

Em face da espontaneidade das reagdes envolvidas com a geracgao de
radicais livres, os organismos que possuem um modo de vida aerdbio
desenvolveram sistemas eficientes de remogédo das especies reativas de
oxigénio. A protecao dos cloroplastos contra o estresse oxidativo €, portanto,
essencial e, sob condi¢des normais, uma prote¢cao adequada é obtida devido
ao sistema antioxidativo das plantas (ASADA e TAKAHASHI, 1987). O radical
superoxido € eliminado pela acdo da dismutase do superdxido
(superoxido:superdxido oxidoredutase, E.C. 1.15.1.1); o peréxido de
hidrogénio, pela catalase (H:O2: H0, oxidoredutase, E.C. 1.11.1.6), pela
peroxidase do ascorbato (ascorbato:Hz0; oxidoredutase, E.C. 1.11.1.11) e pelo
ciclo ascorbato-glutationa; os radicais hidroxil e o oxigénio singleto séao
eliminados n&o-enzimaticamente, por meio de reagdes com ascorbato,
carotendides e a-tocoferol (ASADA, 1994).

Quando as plantas sdao expostas a condi¢gdes ambientes adversas, a
exemplo de alta irradiancia, extremos de temperatura, seca, 0zdnio,
tratamentos com herbicidas ou deficiéncia mineral, o balanco entre a producao
de espécies reativas de oxigénio e a atividade antioxidativa pode ser alterado,
resultando normalmente em danos as células (CAKMAC e MARSCHNER,
1992; FANGMEIER et al, 1994). Estresses ambientes podem estar
diretamente ligados a produgao de radicais livres, ou podem inibir o sistema de
defesa antioxidativo, levando, assim, a um aumento indireto dos niveis de
espécies reativas de oxigénio. Podem, ainda, causar perturbagbes em rotas
biossintéticas, afetando a capacidade de dissipacdo do excesso de energia e,
por conseguinte, levar a geracdo de formas ativadas do oxigénio (SALIN,
1988).

Em condigbes naturais, o défice hidrico ocorre, usualmente, associado a
temperaturas elevadas e a alta irradiancia (PEREIRA e CHAVES, 1993),
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podendo resultar em fotoinibicdo da fotossintese, caracterizada por um
decréscimo na eficiéncia fotoquimica do fotossistema 1l (FSIl). Com efeito, o
FSIl é o principal alvo do dano fotoinibitério (BARBER e ANDERSON, 1992).
Subsequentemente a inativagéo inicial do transporte de elétrons no FSIl e a
perda do rendimento quantico fotoquimico, pode ocorrer dano irreversivel no
polipeptideo DI, a proteina do centro de reagdo do FSIl (BARBER, 1992; ARO
et al., 1993). A inativagédo do polipeptideo D | reduz a capacidade de utilizagao
de fétons e potencializa a fotoprodugao das moléculas reativas. Paralelamente,
o fechamento dos centros de reagdo do FSil, quando o reservatério de
plastoquinona se torna escasso, acarreta, via de regra, maior dissipagdo de
energia radiante na forma de calor ou por emiss&o de fluorescéncia (DIETZ et
al.,, 1985;HORTON e HAUGE, 1988; PETERSON et al., 1988).

A emissdo de fluorescéncia pode ser rastreada para examinar os
eventos fotoquimicos, sendo um dos meios para avaliar-se o0 grau de
severidade dos efeitos do défice hidrico e de outros estresses a que as plantas
sdo submetidas. O conhecimento da cinética da fluorescéncia modulada,
essencial para fornecer informagdes sobre a cinética rapida, que se relaciona
aos processos primarios do FSIi, e sobre a cinética lenta, relacionada
principalmente a eventos ocorrentes nos tilacdides, bem como eventos
metabdlicos no estroma, é de especial interesse (BOLHAR-NORDENKAMPF e
OQUIST, 1993).

Dentre as mais de 70 espécies de Coffea conhecidas, somente duas, C.
canephora e C. arabica, tém importancia comercial. A maior parte das areas
cultivadas com C. canephora, no Brasil, esta localizada em areas com restrigéo
hidrica, por exemplo, norte do Espirito Santo. Nessasregides, o défice hidrico é
considerado o principal fator limitante da produtividade do cafeeiro. Esse
problema poderia ser equacionado, ou pelo menos minimizado, com 0 emprego
da irrigacdo. Todavia, a topografia, em muitos casos desfavoravel, dificulta o
seu uso. Em decorréncia dos custos elevados, a irrigagao nem sempre € viavel
para pequenos agricultores, sobre os quais, em larga escala, baseia-se o
cultivo de C. canephora no Brasil.

Ha grande variabilidade genética no que concerne a tolerancia a seca
em clones de C. canephora. Alguns clones sensiveis exibem sintomas nitidos
de senescéncia e de abscisao foliar, sob deficiéncia hidrica severa, ainda que
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as trocas gasosas sejam parcialmente mantidas as expensas da conservagao
da agua (DA MATTA et al., 2000). No presente estudo, foram utilizados dois
clones de C. canephora, selecionados a partir de suas respostas contrastantes
quanto a tolerancia a seca em condi¢cdes de campo. A priori, € possivel que 0s
clones exibam diferengas potenciais no que concerne aos seus sistemas
antioxidativos. Isso deveria afetar diferencialmente a atividade e a organizagao
in vivo do aparelho fotossintético, quando as plantas sao submetidas ao défice
hidrico. Pretendeu-se, pois, estudar os efeitos do défice hidrico sobre as
respostas fotoquimicas e a atividade de algumas enzimas do sistema

antioxidativo de dois clones de C. canephora.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Condigdes de cultivo e coleta do material vegetal

Foram utilizadas plantas de Coffea canephora, clones 109 A e 120,
sensivel e tolerante a seca, respectivamente, cultivadas em casa de vegetagzo,
na Universidade Federal de Vigosa, Vigosa- MG (20°45'S, 42°54W, 651 m de
altitude), emvasos de polietileno, com capacidade para 6 L, contendo substrato
composto de terra e esterco, na proporcédo de 3:1 (v/v), sob irradidncia méxima
média de 800 pmol (fétons) m2s™'. As plantas foram irrigadas periodicamente e
adubadas, semanalmente, com 100 mL de solucdo de Hoagland completa
(HOAGLAND e ARNON, 1939). Ao atingirem 10 meses de idade, a irrigagéo
foi suspensa at6 que a fotossintese liquida fosse nula, sendo necessarios,
para isso, seis dias para ambos os clones. Nessa condigdo, as plantas
apresentavam sintomas de murcha ja nas primeiras horas da manha. Apds a
medicdo do potencial hidrico de antemanha {(¥am), em folhas do terceiro ou
quarto par de ramos plagiotrdpicos, utilizando-se de uma bomba de presséo
tipc Scholander, as plantas foram levadas para uma sala sob condigbes
controladas de temperatura (22 + 1°C), de umidade relativa do ar (60 + 1%) e
irradiancia de 400 pmol (fétons) m? s™'. Apoés 90 min, procederam-se as
medicdes de trocas gasosas e dos parémetros de fluorescéncia modulada em

folhas do terceiro ou quarto par de ramos plagiotropicos a partir do apice. Apds



as medig¢des, as folhas foram coletadas, pesadas, mergulhadas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80°C até a realizagdo dos ensaios de atividades
enzimaticas e de peroxidagao de lipideos.

2.2. Trocas gasosas

A conduténcia estomatica ao vapor d’agua (gs) e a assimilagéo liquida
do carbono (A)foram medidas em sistema aberto, sob luz saturante artificial
[1000 pmol (fotons) m? s, por volta de 8:30 h, com analisador de gases a
infravermelho portatil (LCA2, Analytical Development Company, Kings Liyn,
Reino Unido), conforme DA MATTA et al. (1997b). A temperatura foliar variou
de 20 a24°C.

2.3. Parametros de fluorescéncia

Os pardmetros de fluorescéncia foram medidos utilizando-se um
fluorémetro com amplitude de pulso modulado (FMS2, Hansatech, Norfolk,
Reino Unido). As folhas, previamente adaptadas ao escuro por 30 min, foram
inicialmente expostas a um fraco pulso de Iluz vermelho-distante
[1-2 pmol (fétons) m™? s, para a determinagdo da fluorescéncia minima
emitida, quando todos os centros de rea¢éo do FSIl estariam na forma oxidada
(Fo). Em seguida, um pulso de luz vermelho saturante. com irradidncia de
6.000 pmol (fotons) m? s e duracdo de 1 s foi aplicado para promover,
temporariamente, a maxima redugéo do aceptor primario de elétrons do FSII
(Qa), determinado-se, assim, a fluorescéncia maxima emitida pelas amostras
adaptadas ao escuro (Fm). Subseqlentemente, as folhas foram irradiadas com
luz actinica durante 480 s, a irradiancia de 900 pmol (fétons) m s'1, para a
obtencao do nivel de fluorescéncia constante (Fs). Em seguida, outro pulso de
luz saturante foi aplicado, para determina¢do da fluorescéncia maxima emitida
pelas amostras a luz (Fy'). A luz actinica foi desligada e as amostras foram
irradiadas com luz vermelho-distante, para determinagdo da fluorescéncia
minima emitida a luz (F¢'). Foram estimados, entédo, a fragdo da energia solar
convertida em produtos fotossintéticos [coeficiente de extingdo fotoquimica —



ge = (Fm' = Fs) (Fw’ = Fo)]; a eficiéncia fotoquimica do FSII, estimada por meio
da razao entre fluorescéncias variavel e maxima adaptadas ao escuro e a luz
(F/Fm e FVIFw', respectivamente); o rendimento quantico do transporte de
elétrons [drsi = (Fm' —Fs)/ Fn'] (GENTY et al., 1987) e o coeficiente de extingédo
nao-fotoquimica:[NPQ =(Fm — Fi/)/F'].

2.4. Atividades enzimaticas

Para a obtencgao do extrato enzimatico, 200 mg de tecido vegetal foram
macerados sob nitrogénio liquido em almofariz, em banho de gelo, contendo,
como meio de extragdo, 60 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e 1 mL de
tampio de extracdo apropriado [catalase — tampdo fosfato de potassio
(100 mol m™, pH 7,0) e EDTA (0,1 mol m’)], [dismutase do superdxido —
tampio fosfato de potassio (100 mol m™, pH 7,8), EDTA (0,1 mol m™) e Triton
X-100 (0,1 %)] e [peroxidase do ascorbato — tampdo fosfato de potassio
(50 mol m®, pH 7,0) e ascorbato (1 mol m®)]. O homogenato foi centrifugado a
4°C, por 15 min, a 15000 g, em microcentrifuga (BIOFUGI, HERAEUS, Kendro
Labaatory Produts, Germany). Aliquotas do sobrenadante foram
imediatamente utilizadas para as avaliagbes de atividade enzimatica e
dosagem de proteinas, segundo BRADFORD (1976).

A atividade da catalase (CAT) foi estimada conforme descrito por
TOTOLA (1999), com algumas modificacdes. Adicionaram-se 20 uL de extrato
enzinatico a 2980 L de meio de reagao contendo tampao fosfato de potassio
(50 mol m*, pH7,0) e H202 (12,5 mol m”). A atividade da enzima foi estimada
pelo decréscimo da absorvancia a 240 nm, durante 2 min, em
espectrofotdmetro de duplo feixe (U-2000, Hitachi, Tokyo, Jap&o), utilizando-se,
paraos calculos, da seguinte férmula:

Unidade de CAT/3 mL = 69 X A Abs.240/min

Nessas condigbes, uma unidade de CAT corresponde a quantidade de enzima
capaz de decompor 1 pmol (H202) min™"



A atividade da dismutase do superoxido (SOD) foi avaliada pela
capacidade da enzima em inibir a fotorredu¢do do azul de nitrotetrazélio (NBT),
em uma mistura de reagdo contendo tampéo fosfato de potassio (50 mol m?,
pH 7,8), metionina (13 mol m®), NBT (0,075 mol m") , EDTA (0,0001 mol m™),
riboflavina (0,002 mol m®) e extrato enziméatico (5 pL), num volume total de 3
mL (BECANA et al., 1989). A reacéo foi iniciada iluminando-se os tubos que
continham a mistura com uma lampada fluorescente de 15 W. Para isso, foi
utilizada uma camara de incubagéo circular, contendo uma lampada no centro.
Os tubos de ensaio foram colocados em orificios eqlidistantes da lampada.
Apos 10 min, a lampada foi desligada, e a producgao do azul-de-formazana nos
frascos-controle e naqueles contendo o extrato enzimatico foi avaliada a 560
nm, em espectrofotdmetro (U1100, Hitachi, Tokyo, Japédo), utilizando-se, para
os calculos, da seguinte formula:

Unidade de SOD/mL de extrato = [(AbS.s60 brance! AbS. 560 amostra) — 1] X 3000/5

Uma unidade de SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em
50% a fotorredugdo do NBT nas condigdes do ensaio.

A atividade da peroxidase do ascorbato {APX) foi avaliada de acordo
com método de NAKANG e ASADA (1981), com algumas modifica¢des. O
ensaio enzimatico foi realizado em espectrofotdmetro (U-2000 Hitachi, Tokyo,
Jap#éo), apos a adi¢ao de 20 pL de extrato enziméatico a 2980 uL de meio de
reagao contendo tampao fosfato de potassio (50 mol m=, pH 7,0), ascorbato
(0,5 mol m™) e H,0; (0,1 mol m™). A atividade da enzima foi determinada pelo
decréscimo na absorvancia a 290 nm, durante 1min, considerando-seque, nas
condicdes do ensaio, um decréscimo de 0,01 unidades de Abs. 290
corresponde a 0,0108 umoles de ascorbato oxidado, e que uma unidade de

APX corresponde a quantidade de enzima capaz de oxidar 1umol (ascorbato)

min".



2.5. Danos celulares

O extravazamento de eletrélitos foi estimado em 15 discos foliares (1 cm
ae gidTedU caud) previamenle iavauus € pusios a dutuar et fascus curitenao
10 mL de agua desionizada. A condutividade elétrica do liquido de suspensao
foi lida em um condutivimetro (Digimed, DM 31, Santo Amaro, SP) apods
incubagéao por 6 h, a temperatura ambiente, sendo expressa em porcentagem
da condutividade total que, por seu turno, era obtida apos colocarem-se os
frascos numa estufa a 90°C, durante 2 h.

A produgcdo de aldeido malénico (MDA), que expressa o grau de
peroxidacdo de lipideos, foi estimada conforme descrito por CAKMAK e
HORST (1991), com algumas modificagbes. Cerca de 300 mg de tecido foliar
foi macerado em 3 mL de solugdo de acido tricloroacético (TCA) a 0,1% (p/v),
a 4 °C. O material foi entdo centrifugado a 13000 g, por 2 min. Tomaram-se
500 uL do sobrenadante, sendo-lhe adicionado 1,5 mL de uma solugdo de
acido tio-barbiturico (0,5%, preparadoem TCA a 20%). As amostras e o0 branco
foram incubados a 90 °C, por 20 min, parando-se a reagdo em banho de gelo.
Subseqientemente, foram centrifugados a 10000 g, por 5 min. A absorvancia
do sobrenadante foi lida a 532 nm, descontando-se a absorvancia inespecifica
a 600 nm. Utilizou-se do coeficiente de absortividade de 155mM™ do MDA.

2.6. Delineamento experimental

Utilizou-se do delineamento experimental inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos e cinco repeticdes, em que os tratamentos constituiram um
fatorial 2 x 2, sendo dois clones (109 A e 120) e dois niveis de irrigagao
(plantas com e sem irrigacdo). Foi utilizado o teste de DUNCAN, em nivel de
significancia de 5% de probabilidade, para comparagao das médias.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos seis dias sem irrigagdo, o potencial hidrico de antemanha (Wgm)
decresceu para valores em torno de — 3.0 MPa, nas folhas dos clones 109 A e
120 (Tabela 1). Esses resultados contrastam com observagdes de campo feitas
apds um periodo de 105 dias de estiagem, em que o clone 109 A apresentou
Wam de =1,2 MPa, contra —0,6 MPa, no clone 120 (DA MATTA, resultados nao
publicados). Aparentemente, essa discrepancia pode ter sido resultante de: 1)
limitacdo do volume do vaso de cultivo das plantas, uma vez que a condutancia
estomatica (gs) nao foi significativamente alterada em resposta aos tratamentos
aplicados, e; 2) o tempo relativamente rapido de indugao do défice hidrico pode
nao ter sido suficiente para permitir ajustes internos nas plantas, como
usualmente se observa sob condigdes de campo, em que os défices hidricos
sédo estabelecidos de maneira gradual. De qualquer modo, os resultados do
presente experimento indicam que ambos os clones exibiram um mesmo grau
de tensdo hidrica. Paralelamente, a assimilagdo liquida do carbono (A) foi
virtualmente nula nas plantas sob défice hidrico (Tabela 1).

Apesar de A ter caido para zero, nao houve diferencas em Fge FJ/Fyn em
resposta aos tratamentos aplicados (Tabela 2), confirmando que o FSII é
francamente resistente ao défice hidrico, conforme ja observado em café (DA
MATTA et al., 1997a). Sob luz actinica, no entanto, observou-se uma redugao
significativa (15%) na eficiéncia de captura da excitagao pelos centros “abertos”
do FSIi, estimada pela razao F,/Fr', noclone 108 A, mas nao no clone 120
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Tabela 1 - Potencial hidrico de antemanha (Wam, MPa), condutancia estomatica
ao vapor d’agua (gs, mmol m2s-1 ) e taxa de assimilagdo liquida de

CO, (A,umol m?

s), em dois clones de Coffea canephora

submetidos a dois regimes hidricos. (n = 5 + desvio-padrao)

Clone 109 A Clone 120
Parametros
Controle Défice Controle Défice
Yam -0,20+ 0,02aA -3,00+ 0,28bA -0,20+ 0,02aA -3.00% 054 bA
gs 484+ 4aA 66+ 26aA 62+ 16aA 78+ 36aA
A 200+ 0,28aA 001+ 001 bA 260+ 0,88aB 0,02+ 002bA

Nas linhas, para um mesmo clone, médias seguidas de mesma letra minuscula
ndo diferem entre si. Dentro de cada regime hidrico, médias seguidas de
mesma letra maiuscula ndo diferem significativamente entre si (P < 0,05, teste
de DUNCAN)

Tabela 2 —Fluorescéncia Inicial (Fo), razbes de fluorescéncia variavel/maxima
(FWFm e FJIFy), eficiéncia quantica efetiva do fotossistema Il (¢gs),
coeficientes de extingao fotoquimica (ge) e ndo-fotoquimica (NPQ)
em dois clones de Coffea canephora submetidos a dois regimes

hidricos. (n = 5 + desvio-padrao)

Parametros Clone 109 A Clone 120

Controle Défice Controle Défice

200+30aA 216+ 14a A 191+ 14aA 192+ 66aA
Fo/Fm 0,815+ 0040 aA 0,818+ 0,008 aA 0,826+ 0,034 aA 0,824+ 0,022 aA
FV/Em' 0,583%f 0,060aA 0498t 0026bA 0.591+ 0,022aA 0,580+ 0032aB
drsn 0424+ 00602A 0,273 0,022b A 0,361+ 0,038 aB 0260+ 0,054 bA
ap 0,724 £ 0,060aA  0,549x 0,036 bA 0,610+ 0062aB 0447+ 0,080bB
NPQ 1,574+ 0,340aA 2,062+ 0,318 bA 1435+ 0,292aA 1378+ 0352 aB

Nas linhas, para um mesmo clone, médias seguidas de mesma letra minuscula
nao diferem entre si. Dentro de cada regime hidrico, médias seguidas de
mesma letra maiuscula ndo diferem significativamente entre si (P B0,05, teste
de DUNCAN)
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(Tabela 2). Em ambos os clones, observaram—se decréscimos similares em gp,
em resposta a seca. Umavez que 1—=qp € uma medida do estado de reducéo
do aceptor primario de elétrons no FSIl (Qa) (KRAUSE e WEIS, 1991), pode-se
sugerir que a reoxida¢do de Qa foi menos efetiva nas plantas sob deficiéncia
hidrica, acarretando uma maior fracdo de centros de reacdo do FSI!
"fechados", sob irradi@ncia actinica. Esses centros representam uma fragéo do
FSII que esta propensa a sofrer danos fotoinibitorios por excesso de excitagéo,
com subsequentes alteracdes no polipeptideo D1 (HAVAUX et al., 1991).
Decréscimos em ge, na medida em que A é reduzida sob condi¢des de défice
hidrico, tém sido relatados para outras espécies (e.g., CORNIC e BRIANTAIS,
1991; LAURIANO et al., 1997; SANCHEZ-RODRIGUES et al., 1997). Em
adicao aos decréscimos em gp, verificaram-se redugdes de 36% e 28% em ¢gsy
nos clones 109 A e 120 sob deficiéncia hidrica, respectivamente, apesar dos
valores neglicenciaveis de A. No clone 109 A, parte da radiagdo absorvida,
provavelmente em excesso para suportar a redugédo do CO», foi dissipada em
maior extensdo, via desexcitacdo térmica, tendo-se em vista um aumento
significativo de 31% no coeficiente de extingdo nao-fotoquimica (NPQ). Nao
obstante, nenhum incremento em NPQ foi observado no clone 120, quando
submetido ao défice hidrico. Aumentos em NPQ parecem ser uma resposta
comum das plantas ao défice hidrico, de modo a balancear a taxa dos eventos
fotoquimicos com aquela do metabolismo do carbono, a fim de prover um
ajuste protetor e evitar sobre-excitagcdo dos centros de reagdao do FSli
(HAVAUX et al., 1991). De qualquer modo, o aumento discreto em NPQ
(apenas no clone 109 A) ndo poderia prover uma protecao adequada ao FSlI
contra a irradiancia excessiva. Portanto, a magnitude relativamente pequena da
depresséo de ¢rsy € 0 aumento no estado de redugéo de Qa, ainda que a
fotossintese liquida tenha sido nula, revelam que outros processos devem
utilizar a energia gerada na fase fotoquimica. Sob condicbes de seca, a
reducdo de O, via fotorrespiracdo e reagéo de Mehler, pode representar um
mecanismo de fotoprote¢éo, na medida em que atuaria como um dreno para o
excesso de energia no aparelho fotossintético que, sob condigées normais,
seria dissipado via assimilacdo de CO, (CORNIC, 1994).

A atividade especifica da SOD aumentou apreciavelmente sob
condigdes de défice hidrico, 100% no clone 109 A e 558% no clone 120
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(Tabela 3). Essa enzima, que cataliza a dismutagdo do radical superoxido,
produzindo H20,, €, quantitativamente, a principal responsavel pela remoc¢éo
do superdxido (ASADA, 1999). Aumento da atividade da SOD poderia traduzir-
se em protecdo dos clones estudados contra um estresse oxidativo. Plantas
transgénicas que super-expressam a SOD exibem maior tolerdncia a
tratamentos oxidativos, além de resistirem mais marcantemente a fotoinibicao
quando submetidas a diferentes estresses abiéticos (SMIRNOFF, 1995).
Todavia, ha certa ambivaléncia no comportamento da SOD em genétipos
tolerantes a seca, desde incrementos (DHINDSA e MATOWE, 1981) a
decréscimos (DEL LONGO et al.,, 1993; ZHANG e KIRKHAM, 1994; SGHERRI
et al., 2000) em sua atividade sob condicées de estresse hidrico. Essas
discrepancias podem estar associadas a diferengas inter-especificas, a idade
da planta e a duragéo e intensidade do estresse hidrico (SGHERRI et al.,
2000). De qualquer modo, maior grau de protegcado contra danos oxidativos
deve requerer um rapido metabolismo de H,O, gerado pela agdo da SOD, o
que inibiria a produgéo subsequente de radicais mais reativos, como o radical
hidroxil (PERL et al.,, 1993). Com efeito, aumento na atividade da SOD, sem
incrementos proporcionais na atividade de enzimas de remogédo de H,0.,
parece ndo ser efetivo na protecdo de plantas de tabaco contra danos
oxidativos (PRITCHER et al.,, 1991), em face de um desequilibrio entre a
produ¢éo e a remogao de H,O,. Tanto CAT como APX sao muito sensiveis a
espécies reativas de oxigénio (SMIRNOFF, 1995) e, desse modo, a inativagao
dessas enzimas poderia resultar em aumentos nos niveis celulares de H;0;.
Neste trabalho, a atividade especifica da CAT aumentou em menor
extensdo que a da SOD, 58% no clone 109 A e 110%, no clone 120, quando
submetidos ao estresse hidrico (Tabela 3). Visto que a CAT é praticamente
restrita a microcorpos, particularmente peroxissomos (SMIRNOFF, 1995), o
aumento de sua atividade poderia ser tomado como uma evidencia indireta de
um incremento da fotorrespiragdo. A capacidade de reciclar o CO»
fotorrespirado pode ser o principal fator de tolerancia do aparelho fotossintético
contra danos fotoinibitorios, em nivel de FSIl (MAURY et al., 1996). Todavia,
varios estudos tém evidenciado uma perda de atividade da CAT em plantas
sob deficiéncia hidrica (e.g.,, CHOWDHURY e CHOUDHURI, 1985; DHINSA e
MATOWE, 1981; ZHANG e KIRKHAM, 1994). Isso € explicado pelo fato de que
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Tabela 3 —Atividade especifica da dismutase do superoxido (SOD), da
catalase (CAT) e da peroxidase do ascorbato (APX), em folhas de
dois clones de Coffea canephora, submetidos a dois regimes
hidricos. Atividades enzimaticas sdo expressas em unidade da
enzima (ver texto) por miligrama de proteina. (n = 5 + desvio-

padrao)
Clone 109 A Clone 120
Parametros
Controle Défice Controle Défice
SOD 178+ 22 aA 357+22bA 248+ 38aB 1632+ 7,0bB
CAT 143+ 4.4aA 226+ 64bA 190+ 42aA 398+ 58bB
APX 0,3+ 02aA 08+ 02bA 0.4+ 0,2a A 13+ 02bB

Nas linhas, para um mesmo clone, médias seguidas de mesma letra minuscula
ndo diferem entre si. Dentro de cada regime hidrico, médias seguidas de

mesma letra maiuscula n&o diferem significativamente entre si (P < 0,05, teste
de DUNCAN)

a CAT ¢é fotoinativada continuamente, especialmente sob condi¢bes
fotooxidativas severas (SMIRNOFF, 1995). Quando a sintese protéica € inibida,
como ocorre em muitos casos sob condi¢des de seca, a ressintese da enzima
¢ afetada (ZHANG e KIRKHAM, 1994). A primeira vista, tais fatos n&o
ocorreram no presente trabalho.

A atividade da APX aumentou 167% no clone 109 A e 225% no clone
120, quando submetidos a défice hidrico (Tabela 3). Ressalta-se que a
atividade das trés enzimas investigadas foi sempre maior no clone 120 que no
109 A, particularmente nas plantas sob défice hidrico. Ademais, ocorreram
incrementos em extensao muito mais pronunciada na atividade da SOD do que
na da CAT e APX (ambas envolvidas no metabolismo de H;O5), no clone 120,
em relacdo ao 109 A. Considerando-se apenas as trés enzimas, poder-se-ia
sugerir a ocorréncia de uma maior producao liquida de H,O, nas plantas do
clone 120 submetidas a défice hidrico e, potencialmente, danos oxidativos em
maior profundidade nesse material que no clone 109 A. Todavia, danos
celulares (peroxidagao de lipidios e extravazamento de eletrélitos) parecem ter
sido mais evidentes no clone 109 A que no clone 120 (Tabela 4).
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Sob deficiéncia hidrica a peroxidagdo de lipidios, estimada pela
producdo de MDA, aumentou 126% no clone 120 e, mais marcantemente, no
clone 109 A, em 330% (Tabela 4). Esses resultados estdo em concordancia
com os de outros estudos (MORAN et al., 1994; ZHANG e KIRKHAM, 1994),
corroborando a hipotese de que o défice hidrico pode, de fato, induzir a
peroxidagdo de lipidios de membranas mediante a produgdo de especies
reativas de oxigénio.

Tabela 4 — Porcentagem de extravazamento de eletrélitos e peroxidacdo de
lipidios, estimada pela produgdo de aldeido malénico (MDA), em
folhas de dois clones de Coffea canephora, submetidos a dois
regimes hidricos. (n = 4 + desvio-padrao)

Clone 109 A Clone 120
Parametros
comitrole Défice Controle Défice
Extravazamentode
eletrolitos (%) 27+ 06aA 113+ 1,2bA 31+ 04aA 86+ 1,0bB
MDA (nmol g™ MS) 75+ 14aA 322+ 8bA 103+ 4aB 233%+ 4bB

Nas linhas, para um mesmo clone, médias seguidas de mesma letra minuscula
nao diferem entre si. Dentro de cada regime hidrico, médias seguidas de

mesma letra maiuscula nao diferem significativamente entre si (P m0,05, teste
de DUNCAN)

O aumento na peroxida¢ao de lipidios pode resultar em incrementos na
fluidez de membrana, na protedlise e no extravazamento de eletrdlitos
(MORAN et al., 1994). Com efeito, a perda de eletrélitos aumentou em 177%
no clone 120, e em 319% no clone 109 A (Tabela 4), numa proporgao
aproximada ao incremento nos niveis de MDA. O aumento no grau de danos as
células em resposta a seca parece refletir, portanto, uma perda no equilibrio
entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e os mecanismos de defesa
da planta, em favor da produc¢ao daquelas espécies. Pode-se inferir, ainda, que
a maior atividade das enzimas aqui avaliadas nao foi suficiente para prover
uma protegdo satisfatdéria contra o estresse oxidativo. No entanto,
comparativamente, o aumento na atividade do sistema antioxidativo do clone
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120 parece ter resultado numa menor produgao de espécies reativas, conforme
evidenciado por seus menores niveis de peroxidacdo de lipidios e
extravazamento de eletrolitos em relagdo ao clone 109 A (Tabela 4).
Adicionalmente, estes dados permitem sugerir que o0 incremento
proporcionalmente maior na atividade da SOD em relagédo aos da CAT e APX,
no clone 120, deve ter sido acompanhado por aumentos nas atividades de
outros sistemas antioxidativos, tais como do ciclo ascorbato-glutationa e de
sistemas de defesa nao-enzimaticos, no sentido de atenuar os efeitos
deletérios de uma produgao de HO2 presumivelmente maior naquele clone. A
demais, enzimas do sistema antioxidativo compreendem multiplas isoformas
distribuidas nos varios compartimentos celulares; portanto, permanece para ser
investigada a contribuigdo individual dessas isoformas na maior expressao do
sistema antioxidativo do clone 120 contra o estresse oxidativo.

Em suma, o défice hidrico afetou apenas marginalmente os parametros
fotoquimicos avaliados em C. canephora. A manuten¢éo parcial do transporte
de elétrons, apesar de a assimilacao liquida do carbono ter sido virtualmente
suprimida, pode ser encarada como um meio para reduzir a pressac de
excitacdo sobre os fotossistemas. Parte do fluxo de elétrons deve ter sido
utilizada na reagéo de Mehler e, possivelmente, também na fotorrespiragéo,
levando a formacao de espécies reativas de oxigénio. Comparativamente, a
neutralizagd0 dessas espécies foi mais efetiva no clone tolerante ao défice
hidrico que no material sensivel. Portanto, a capacidade de aumentar a
atividade do sistema antioxidativo, de modo a limitar a peroxidagao de lipidios e

a perda de solutos pode ser um atributo associado & maior tolerancia a seca
no clone 120 em relacdo ao clone 13 A.
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