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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito da aplicagdo exdgena de acido ascorbico e perdxido de
hidrogénio na atividade de enzimas do sistema antioxidante e suas relagdes com a abertura e fechamento estomatico.
Para tanto, mudas de cafeeiro cultivar Catuai IAC 99 foram cultivadas em sacolas plasticas com capacidade de trés
litros e mantidas em sala de crescimento com irradidncia de aproximadamente 200 umol m?s™', fornecida por lampadas
fluorescentes. As plantas foram irrigadas diariamente até a indugao dos tratamentos. Foram realizadas pulverizagdes
com acido ascorbico (20 mM) e perdxido de hidrogénio (1 mM). Em intervalos de uma hora, por um periodo de quatro
horas, foram avaliadas a condutancia estomatica ¢ a taxa de transpiragdo, bem como feita a coleta de folhas para
posterior analise das enzimas SOD, CAT, APX e GR. A aplicacdo de peréxido de hidrogénio diminuiu a condutancia
estomatica e conseqilientemente, a taxa transpiratoria em relagdo as plantas-controle, ¢ a0 mesmo tempo promoveu
maior atividade das enzimas antioxidantes. Quando as plantas foram pulverizadas com acido ascorbico, foram observa-
das maior condutancia estomatica e taxa transpiratoria na primeira hora de avaliagdo. Quanto a atividade enzimatica,
apenas CAT e APX mostraram diferenga com atividade inferior a verificada nas plantas-controle.
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ABSTRACT

Hydrogen peroxide and ascorbic acid effects on antioxidant enzyme activity in
coffee seedlings

This work aimed to evaluate the exogenous application of ascorbic acid and hydrogen peroxide on enzyme activity
of antioxidant system and its relation with stomatal opening. Seedlings of coffee cultivar Catuai IAC 99 were grown in
3 L plastic bags and kept in growth chamber with irradiance of approximately 200 umol m? s!, provided by fluorescent
lamps. Plants were irrigated daily until treatment initiation. Spraying with ascorbic acid (20 mM) and hydrogen peroxide
(1mM) was carried out. Stomatal conductance and transpiration rate were evaluated hourly for 4 hours, as well as leaf
sampling for later analyses of APX, CAT, GR and SOD enzyme activity. Application of hydrogen peroxide reduced the

! Bolsista de Pos-Doutorado FAPEMIG. Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia, UFLA, Caixa Postal 3037, 37200-000. Lavras, (MG).*sdeuner@yahoo.com.br
2 Setor de Fisiologia Vegetal, DBI, UFLA, 37200-000. Lavras, (MG). jdalves@ufla.br

* Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, 45700-000 - Itapetinga, BA.

4 Doutoranda no Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia/UFLA.

3 UFLA, Caixa Postal 3037, 37200-000. Lavras, (MG).

¢ Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia/UFLA.

7 Centro Universitario de Lavras - UNILAVRAS, 37200-000. Lavras, MG.

55(2): 135-140,2008 revista|Ceres



136

Sidnei Deuner et al.

stomatal conductance and consequently the transpiration rate compared with the control plants, and at the same time,
promoted higher antioxidant activity of the enzymes. When plants were sprayed with ascorbic acid, higher stomatal
conductance and transpiration rate were found in the first hour of evaluation. In relation to enzyme activity, only CAT

and APX showed lower activity than the control plants.

Key words: Coffea arabica, enzymes, stomata.

INTRODUCAO

O café tem grande importancia econdmica ¢ social
para o Brasil, principal produtor e exportador desse pro-
duto. Ele ¢é a segunda maior mercadoria no mundo, vindo
apods o petrdleo, sendo a principal cultura em diversos
paises. Esta estimado que, apenas no Brasil, aproxima-
damente seis milhdes de pessoas estejam envolvidas
com o0 negodcio do café, desde a producdo no campo até
o comércio do produto final (Silvarolla, 2004). Embora o
cafeeiro possa vegetar em extensa area geografica, em
sua maior parte entre os tropicos, a sua produgdo eco-
ndmica se restringe a uma area bem menor, na qual os
fatores ecologicos sdo mais favoraveis (Alfonsi, 2000).
Pode ser conduzido em ambientes de pequena lumino-
sidade, pois apresenta baixa irradiancia de saturagdo,
variando de 300 a 600 umol m s (Fahl et al., 1994).

A exposi¢do das plantas a fatores ambientais adver-
sos pode perturbar a homeostase celular e aumentar a
producdo de diversas espécies ativas de oxigénio, desig-
nadas como espécies reativas de oxigénio (EROs), como
o superdxido (O,"), os radicais hidroxila ("OH) e oxigénio
singleto (O,") e o peréxido de hidrogénio (H,0,), que sdo
produzidas continuamente pelo metabolismo vegetal
(Foyer & Noctor, 2005). As plantas possuem um sistema
de defesa antioxidante enzimatico e ndo-enzimatico que
permite a detoxifica¢do das EROs e a protegdo das células
vegetais de danos oxidativos (Gratdo et al., 2005). Porém,
a destruicdo eficiente das EROs requer a agdo de diversas
enzimas antioxidantes atuando em sincronia, como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), o ascorbato
peroxidase (APX) e a glutationa redutase (GR). A SOD ¢
considerada a primeira linha de defesa contra as EROs,
sendo responsavel pela dismutagio do O,*, gerando H,O,
e O,. A CAT e APX sdo enzimas que catalisam a conver-
sdo do H,0, € O, em agua. A GR catalisa numa reagdo
dependente de NADPH a reducao da glutationa oxidada
(GSSQ) a forma reduzida (GSH). A APX, GR e GSH sao
importantes componentes do ciclo ascorbato-glutationa
responsaveis pela remogdo de H,O, em diferentes com-
partimentos celulares (Gratdo et al., 2005).

O sistema antioxidante ndo-enzimatico da célula vege-
tal ¢ essencialmente composto de concentragdes de
ascorbato, glutationa e o-tocoferol relativamente altas,
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que sdo eficientes consumidores de oxiradicais (Gratao et
al., 2005). O ascorbato ¢ um antioxidante primario princi-
pal, reagindo diretamente com os radicais “OH, O, ¢ O,".
E também poderoso antioxidante secundario, reduzindo a
forma oxidada do ai-tocoferol, um importante antioxidante
em fases ndo-aquosas. Em adi¢do a sua importancia no
ciclo ascorbato-glutationa, o ascorbato desempenha pa-
pel na preservacao da atividade de enzimas que contém
ions metalicos prostéticos de transicdo (Gratdo et al.,
2005). No sistema antioxidante, o ascorbato ¢ utilizado
pela APX para converter H,O, em 4gua. Entretanto, dada
a fungdo do ascorbato como um “limpador” do H,0,, mu-
dancas no seu estado redox podem alterar o movimento
estomatico, particularmente nas circunstancias em que os
sinalizadores ABA ou H,O, ativam o fechamento dos
estomatos. Estudos mais recentes tém mostrado que o
fechamento estomatico, induzido pelo H,O,, foi revertido
pela aplicacdo de acido ascorbico, um dos mais abundan-
tes antioxidantes produzidos pelas plantas (Zhang et al.,
2001).

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito da apli-
cacdo exdgena de acido ascorbico e perdxido de hidrogé-
nio sobre a atividade de enzimas do sistema antioxidante
na abertura e no fechamento dos estomatos em mudas de
cafeeiro.

MATERIAL E METODOS

Mudas de café (Coffea arabica) cultivar Catuai IAC
99 com oito meses de idade foram cultivadas em sala de
crescimento no Setor de Fisiologia do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras, com
irradidncia de aproximadamente 200 wmol m? s, fornecida
por lampadas fluorescentes. As mudas foram mantidas
em sacolas plasticas com capacidade de trés litros ¢
irrigadas diariamente, mantendo-se o nivel de agua do
solo préximo a capacidade de campo até a inducdo dos
tratamentos.

Foram realizadas aplicagdes exogenas de acido
ascorbico e perdxido de hidrogénio nas concentragdes
de 20 mM e 1 mM, respectivamente. Tais concentragdes
foram definidas a partir de testes realizados com diferen-
tes concentragodes, sendo utilizadas as que apresentaram
melhor resposta em relagdo ao movimento estomatico e a
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atividade de enzimas antioxidantes. A cada solugdo foi
adicionado 0,1% de Triton-X para auxiliar na absorgdo
pelas folhas pulverizadas. Como controle foram emprega-
das plantas ndo-pulverizadas. Antes das pulverizagdes
(tempo inicial) e de hora em hora durante quatro horas
apos as pulverizagdes, foram realizadas leituras de
condutancia estomatica e taxa transpiratoria através de
pordmetro de difusdo modelo Steady State Porometer,
Licor1600M, e nos mesmos periodos, coletadas folhas do
terceiro par completamente expandido para posterior ava-
liagdo da atividade das enzimas APX, CAT, GR e SOD.

Para determinar a atividade enzimatica foram utiliza-
dos 200 mg de tecido foliar. O material foi macerado em
N, liquido acrescido de 50% de Polivinilpolipirolidona
(PVPP) insoluvel, suficiente para evitar oxidagdo do ma-
terial, e homogeneizado em 1,5 mL do tampao de extra-
¢do (fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0; EDTA 0,1 mM;
e acido ascorbico 10 mM). O homogeneizado foi
centrifugado a 13.000 g por 10 minutos a 4 °C e o
sobrenadante coletado e dessalizado em Coluna
Sephadex G-25 (PD-10). A atividade da peroxidase do
ascorbato (APX) foi realizada segundo Nakano & Asada
(1981), monitorando a taxa de oxidacdo do ascorbato a
290 nm. O meio de reagdo incubado a 28 °C foi composto
de tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, acido
ascorbico 0,5 mM e H,0, 0,1 mM.

A atividade da catalase foi estimada pelo decréscimo
na absorbancia a 240 nm durante 2 min em um meio de
reagdo contendo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0 e
H,0, 12,5 mM (Havir & McHale, 1987). A atividade da
redutase da glutationa (GR), foi obtida com base no mé-
todo de Cakmak et al. (1993), monitorando-se a taxa de
oxidacdo do NADPH com decréscimo na absorbancia a
340 nm por 2 min, sendo utilizado o meio de rea¢do com-
posto de tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8,
glutationa oxidada (GSSG) 1 mM e NADPH 0,075 mM,
que foi incubado a 28 °C. A atividade do supero6xido
dismutase (SOD) foi avaliada pela capacidade da enzima
em inibir a fotorredugdo do azul de nitrotetrazolio (NBT)
(Giannopolitis & Ries, 1977) em um meio de reagdo com-
posto por fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, metionina
14 mM, EDTA 0,1uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. Os
tubos com o meio de reacao e a amostra foram iluminados
por sete minutos em uma caixa com uma lampada fluores-
cente de 20 W. Para o controle, 0 mesmo meio de reacdo
sem a amostra foi iluminado. O branco foi mantido no
escuro. As leituras foram realizadas a 560 nm. Uma unida-
de da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de
inibir em 50% a fotorreducao do NBT nas condicdes de
ensaio.

O experimento foi montado em delineamento inteira-
mente casualisado, com quatro repetigdes por periodo de
avaliag@o. Cada repeti¢do foi composta de uma planta.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao se observou diferen¢a na condutancia estomatica
para as plantas controle durante o periodo avaliado (Fi-
gura 1). Por outro lado, a aplicagdo ex6gena de H,O, nas
plantas ocasionou reducdo da condutincia estomatica
apos a primeira hora da pulveriza¢do, mantendo essa me-
nor condutancia até o final do periodo de quatro horas de
observagdo. A pulverizagio das folhas com acido ascorbico
ocasionou aumento da condutancia estomatica, ou seja,
promoveu maior abertura dos estomatos imediatamente
apos sua aplicagdo, em comparagao as plantas-controle.
Porém, duas horas apds sua aplicacdo, a condutancia
retornou a valores proximos aos observados para as plan-
tas-controle, chegando, no tltimo periodo de avaliagdo, a
valores proximos aos observados para as plantas pulveri-
zadas com H,0,.

A taxa transpiratoria acompanhou o movimento
estomatico (Figura 2). Somente para as plantas controle,
nas quais a condutincia estomatica ndo mostrou varia-
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Figura 1 - Condutancia estomatica em mudas de cafeeiro apos
pulverizagdo foliar com acido ascoérbico (Asc) e peroxido de
hidrogénio (H,0,). —@— Controle (ndo-pulverizadas);
— ® - Asc 20 mM) e --4A-- HO, (I mM). As barras
representam o erro-padrdo da média de trés repeti¢des.
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Figura 2 - Taxa transpiratoria em mudas de cafeeiro apos
pulverizagdo foliar com acido ascorbico (Asc) e peroxido de
hidrogénio (H,0,). —e— Controle (ndo-pulverizadas);
- ® = Asc (20 mM) e --aA-- H,O, (I mM). As barras
representam o erro-padrdo da média de trés repeti¢des.
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c¢do, a transpiracao apresentou elevagdo linear do inicio
para o final das avalia¢des. Ja apos a pulverizacdo das
plantas com H,O,, a transpira¢do teve comportamento
semelhante ao observado para a condutancia estomatica
ou seja, conforme diminuiu a condutancia estomatica a
transpiragdo também diminuiu. Esse mesmo comportamen-
to foi observado com a aplicagdo do acido ascorbico;
entretanto, de maneira contréria ao H,0,, 0 dcido ascérbico
refletiu em aumentos da transpira¢@o na primeira hora apos
sua aplicagdo, e para os periodos posteriores houve ligei-
ra diminuicao.

De maneira geral, observou-se que o H,0, teve maior
efeito, tanto na condutancia estomdtica quanto na
transpiragdo duas horas apods a sua aplicagdo. Para os
periodos posteriores, seu efeito foi reduzido. Ja o 4cido
ascorbico promoveu maiores efeitos na primeira hora apos
sua aplicacdo.

A produgio de H,O, em tecidos vegetais ocorre em
resposta a uma variedade de estimulos abioticos e bidticos.
A indugdo do fechamento dos estomatos in vivo tem sido
atribuida ao acaimulo de H,0, nas células-guarda em res-
posta ao ABA (Suhita et al., 2004). Uma vez acumulado
nas células, o H,0, ativa os canais de passagem de calcio
na membrana do vactolo, aumentando a sua concentra-
¢do no citosol (Kohler & Blatt, 2002), levando, com isso, a
uma despolarizagao das células-guarda, efluxo de potas-
sio, perda de turgor e, como conseqiiéncia, fechamento
dos estomatos (Schroeder et al., 2001).

Zhang et al. (2001), estudando o efeito do H,0, no
fechamento estomatico em Vicia faba, verificaram que a
sua aplicacao exogena promoveu o fechamento dos
estomatos de maneira dose-dependente, observando um
fechamento 54% superior ao controle. Esses autores cons-
tataram, ainda, que a aplicag@o de acido ascorbico rever-
teu o efeito do fechamento estomético induzido pelo H,O,.
Por outro lado, em epiderme abaxial de Arabidopsis, Kolla
et al. (2007) observaram recuperagdo apenas parcial na
abertura dos estomatos quando da substituigdo do H,0,
a 0,1 mM e 1 mM por dgua. Em baixas concentragdes de
H,0, (0,01 mM), a aplicagdo exdgena de 4gua em substi-
tui¢do a H,O, restabeleceu a abertura estomatica.

Em relagdo as enzimas antioxidantes analisadas, para
as plantas-controle ndo foi verificada diferenga em suas
atividades entre os periodos observados. Entretanto,
quando as plantas foram pulverizadas com H,0,, a ativi-
dade da SOD (Figura 3) aumentou a partir da primeira hora
de pulverizacdo, permanecendo com valores acima dos
observados nas plantas-controle até o final das avalia-
¢des. Por outro lado, ap6s a aplicacao do acido ascorbico,
a SOD permaneceu durante todo periodo de avaliagdo
com atividade proxima a observada nas plantas-controle.

A produgdo de EROs parece ser um evento dindmico
durante o desenvolvimento vegetal, bem como uma res-
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Figura 3 - Atividade especifica do superdxido dismutase (SOD)
em mudas de cafeeiro ap6s pulverizagao foliar com acido ascérbico
(Asc) e peroxido de hidrogénio (H,0,). —@— Controle (ndo-
pulverizadas); — B —Asc (20mM)e - - A- - H O, (1 mM). As
barras representam o erro-padrao da média de trés repetigdes.

posta da planta a estresses bidticos e abidticos (Apel &
Hirt, 2004). Gomes-Junior et al. (2006), estudando o meta-
bolismo antioxidante em cafeeiro em resposta ao cadmio,
observaram aumento na atividade da SOD, que parece ser
importante mecanismo para evitar o estresse oxidativo
causado pelo cadmio. A SOD ¢ a tinica enzima cuja ativi-
dade pode afetar a concentragdo celular de O,* e H,O,,
fazendo parte do primeiro ajuste de tolerancia das plantas
ao estresse oxidativo; porém o H,O,, produto da acdo
dessa enzima, é também uma EROs e seu acimulo é tdo
prejudicial quanto ao do superoxido (Gratdo et al., 2005).

Uma vez que a a¢do da SOD resulta na formacao de
H,0,, ela estd também intimamente ligada com a atividade
da catalase e peroxidases, as quais eliminam o H,O,; man-
tendo, portanto, a interagdo com essas ¢ outras enzimas
antioxidantes para garantir um balango altamente
otimizado, de forma a reduzir o risco de danos oxidativos
(Gomes-Junior, 20006).

Nas plantas pulverizadas com H,O,, as enzimas CAT
(Figura 4) e APX (Figura 5), mostraram comportamento
semelhante ao observado para a SOD, que teve sua ativi-
dade aumentada a partir da primeira hora de exposicéo ao
H,0,, permanecendo esta acima daquela observada nas
plantas controle até o final do experimento. Por outro lado,
quando as plantas foram pulverizadas com acido
ascorbico, as atividades da CAT e da APX foram inferio-
res as observadas nas plantas-controle. A rapida cleva-
¢do das atividades da CAT e da APX parece ser um impor-
tante mecanismo de protecdo contra as EROs, associado
aelevagdo do nivel de H,0, pelo aumento na atividade da
SOD ou pela fonte de H,0, exo6gena, ja que o H,0, € o
substrato dessas enzimas.

Em células de café, Gomes-Junior et al. (2006) obser-
varam rapido aumento na atividade da APX mediante tra-
tamento com NiCl,, embora a atividade tenha sido ligeira-
mente diferente entre as duas concentragdes de NiCl, uti-
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Figura 4 - Atividade especifica da catalase (CAT) em mudas de
cafeeiro apos pulverizagdo foliar com éacido ascorbico (Asc) e
peroxido de hidrogénio (H,0,). —e— Controle (ndo-
pulverizadas); — ® —Asc (20mM)e - - A- - H O, (1 mM). As
barras representam o erro-padrdo da média de trés repetigdes.
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Figura 5 — Atividade especifica do ascorbato peroxidase (APX)
em mudas de cafeeiro apos pulverizagao foliar com 4cido ascorbico
(Asc) e peroxido de hidrogénio (H,O,). —@— Controle (ndo-
pulverizadas); - ® —Asc (20mM)e - - - - H O, (1 mM). As
barras representam o erro-padrao da média de trés repetigdes.

lizadas. Aumentos na atividade da APX também foram
demonstrados em raizes de Zea mays (Baccouch et al.,
2001).

De forma semelhante a das demais enzimas, a ativida-
de da GR (Figura 6) também aumentou quando as plantas
foram pulverizadas com H,O,. Em plantas pulverizadas
com acido ascorbico, a atividade da GR manteve-se igual
a observada nas plantas controle. Essa enzima, por ser
componente do ciclo ascorbato-glutationa, tem sua ativi-
dade aumentada, devido a sua atuagdo na reciclagem do
ascorbato (Gratao et al., 2005).

Segundo Chen & Gallie (2004), mudangas diurnas no
estado redox do acido ascoérbico e na concentragdo do
H,O, sdo inversamente relacionadas, sugerindo a possi-
bilidade de um contrapeso, ou seja, a alteracdo na con-
centracdo de um afetaria a do outro. Esses fatores podem
explicar a menor atividade das enzimas quando da aplica-
¢d0 do acido ascorbico.

55(2): 135-140, 2008
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Figura 6 — Atividade especifica da glutationa redutase (GR) em
mudas de cafeeiro apds pulverizagdo foliar com acido ascorbico
(Asc) e peroxido de hidrogénio (H,0,). —&— Controle (ndo-
pulverizadas); — @ = Asc (20 mM) ¢ - - A- - H,O, (1 mM). As
barras representam o erro-padrdo da média de trés repetigdes.

CONCLUSOES

A aplicagdo exogena de H,O, promove o fechamento
dos estdmatos e, conseqiientemente, diminui a taxa
transpiratoria de mudas de cafeeiro.

Em cafeeiro, o 4cido ascorbico tem efeito contrario ao
H,O,, promovendo a abertura estomatica e assim aumen-
tando a transpiragao.

Em cafeeiro, a atividade das enzimas antioxidantes é
aumentada pela aplicagdo do H,0,
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