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Resumo:

De maneira geral, um estresse ocasiona a formacéo de espécies reativas de oxigénio, como o superoxido, perdxido
de hidrogénio, radical hidroxila e o oxigénio singleto, que sdo toxicos as células causando o denominado estresse oxidativo.
A destruicdo eficiente das espécies reativas de oxigénio requer a acdo de diversas enzimas antioxidantes atuando em
sincronia. Assim, ojetivou-se avaliar o efeito da aplicacdo exdgena de acido ascorbico e peréxido de hidrogénio na
atividade das enzimas do sistema antioxidante e suas relagdes com o movimento estomatico. Para tanto, mudas de Catuai
IAC 99 foram cultivadas em sala de crescimento, sendo pulverizadas com acido ascorbico (20 mM) e perdxido de
hidrogénio (1 mM). Em intervalos de uma hora, por um periodo de 4 horas, foram avaliadas a resisténcia estomatica e taxa
de transpiracdo, bem como a coleta de folhas para posterior andlise das enzimas APX, CAT, GR e SOD. A aplicagdo de
peroxido de hidrogénio aumentou a resisténcia estomatica e conseqiientemente diminuiu a taxa transpiratéria em relacdo as
plantas controle. Também promoveu uma maior atividade das enzimas em estudo. Ja a aplicagdo do &cido ascorbico
promoveu uma menor resisténcia estomatica e uma maior transpiracdo e diminuiu a atividade de todas as enzimas
analisadas.
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ASCORBIC ACID AND HYDROGEN PEROXIDE INFLUENCE ENZYMES ACTIVITIES
FROM ANTIOXIDANT SYSTEM AND STOMATIC APERTURE IN COFFEE.

Abstract:

Usually the stress causes a formation of reactive species of oxygen, like superoxide, hydrogen peroxide, hydroxyl
radical and the singlet oxygen, that are toxic to cells causing the oxidative stress. The efficient destruction of reactives
oxygen species need the action of various antioxidant enzymes acting in synchrony. In this way, this research aimed to
evaluate the exogenous application of ascorbic acid and hydrogen peroxide on enzymes activities of antioxidant system
and their relation with stomatic aperture. For this purpose, seedlings of Catuai IAC 99 were cultivated in growth chamber,
being sprayed with ascorbic acid (20 mM) and hydrogen peroxide (ImM). Each hour during a period of 4 hours, there were
evaluated the stomatic resistance and transpiration rate, and also the sampling for the enzymes APX, CAT, GR and SOD
analysis later. The application of hydrogen peroxide increased the stomatic resistance and consequently decreased the
transpiration rate in relation to control plants. The enzyme activities also increased with this treatment. The spraying with
ascorbic acid promoted a lower stomatic resistance and a higher transpiration and decreased the activity of all enzymes
analyzed.
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Introducdo

O café é considerado um dos mais importantes produtos agricolas no mercado internacional e muitos paises estdo
envolvidos na sua producdo, consumo e comercializagdo. O Brasil é o maior produtor de café, responsavel por,
aproximadamente, 30% da produgdo mundial, o que gira em torno de 115 milh3es de sacas comercializadas anualmente nas
Gltimas safras. Atualmente, a cafeicultura gera mais de cinco milhGes de empregos e uma receita anual da ordem de 4
bilhdes de dolares, dos quais a metade é oriunda de exportagdes. Internamente, contribui com a fixacdo do homem no
campo, a melhoria da renda de pequenos produtores, a distribuicdo de riquezas e a melhor qualidade de vida (Embrapa
Café, 2005). Embora o cafeeiro possa vegetar em uma extensa area geografica, em sua maior parte entre os trépicos, a sua
producdo econdmica se restringe a uma area bem menor, na qual os fatores ecoldgicos sdo mais favoraveis (Alfonsi, 2000).
Pode ser conduzido em ambientes de baixa luminosidade, pois apresenta uma baixa irradiancia de saturacdo, variando de
300 a 600 umol m? s (Fahl et al., 1994).



O cafeeiro, embora possua caracteristica umbrdfila, tipica de ambiente de sub-bosque, apresenta elevada produgéo
quando cultivado a pleno sol. Em razdo dessa caracteristica, € comum a fotoinibi¢do provocada pela saturacdo do aparelho
fotossintético sob elevada irradiancia (DaMatta & Maestri, 1997).

Plantas em ambiente com alta intensidade luminosa normalmente sofrem a fotoxidag&o, processo que causa danos
celulares e pode provocar morte de células, comprometendo a producdo final do cafezal. Quando a absorgdo de energia
luminosa captada pela planta ultrapassa a capacidade de utilizacdo durante a fotossintese, ha a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), como o superoxido (O,"), peroxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila ("OH) e oxigénio
singleto (O,%), que sdo toxicos as células e destroem a clorofila, as membranas, DNA e outras organelas (Drinnan &
Menzel, 1995). Sob condi¢des normais de crescimento, o acimulo de EROs nas células é baixo. Entretanto, fatores
ambientais adversos que perturbam a homeostase celular induzem a producdo de EROs, levando ao estresse oxidativo
(Fidalgo et al., 2004; Anza et al., 2005).

A destruicdo eficiente das EROs requer a agdo de diversas enzimas antioxidantes atuando em sincronia. Os
principais mecanismos de eliminacdo das EROs das plantas incluem as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e guaiacol peroxidase (GOPX) (Gratdo et al., 2005). A SOD
é considerada a primeira linha de defesa contra as EROs, sendo responsavel pela dismutacdo do O," para formar H,0O, e O,
(Gratdo et al., 2005). A CAT, a APX e a GOPX sdo enzimas que catalisam a conversdo do H,O, a 4gua e O, (Igamberdiev
et al., 2002). A GR catalisa a reducdo dependente de NADPH da glutationa oxidada (GSSG) para a forma reduzida (GSH)
(Mullineaux et al., 1997). A APX e a GR, assim como a GSH, sdo importantes componentes do ciclo ascorbato/glutationa,
responsavel pela remocéao do H,O, em diferentes compartimentos celulares (Foyer et al., 2005).

O sistema antioxidante ndo enzimatico da célula vegetal é essencialmente composto de concentracbes de
ascorbato, glutationa e a-tocoferol relativamente altas, que séo eficientes consumidores de oxiradicais (Bowler et al.,
1992). O ascorbato é um antioxidante principal que reage com as EROs (Smirnoff et al., 2001), sendo que todas as plantas
podem sintetiza-lo, e este pode ser acumulado em tecidos fotossintéticos e ndo fotossintéticos. O ascorbato é um
antioxidante primario principal, reagindo diretamente com ‘OH, O, e O,". E também um poderoso antioxidante
secundario, reduzindo a forma oxidada do a-tocoferol, um importante antioxidante em fases ndo aquosas. Em adicdo a sua
importancia no ciclo ascorbato/glutationa, o ascorbato desempenha um papel na preservacdo da atividade de enzimas que
contém ions metalicos prostéticos de transicdo (Noctor & Foyer, 1998). No sistema antioxidante, o ascorbato é utilizado
pela APX para converter H,O, a dgua. Entretanto, dado o papel do ascorbato como um “limpador” do H,0,, mudancas no
seu estado redox podem alterar o movimento estomatico, particularmente sob as circunstancias em que os sinalizadores,
ABA ou H,0O, ativam o fechamento dos estbmatos. Estudos mais recentes mostraram que o fechamento estomatico,
induzido pelo H,0, foi revertido pela aplicacéo de acido ascorbico, um dos mais abundantes antioxidantes produzidos pelas
plantas (Zhang et al., 2001). Este trabalho objetivou avaliar efeito da aplicacdo exdgena de acido ascérbico e perdxido de
hidrogénio sobre 0 movimento estomatico a atividade de enzimas do sistema antioxidante em cafeeiro.

Material e Métodos

Mudas de café (Coffea arabica) cultivar Catuai IAC 99 com oito meses de idade foram mantidas em sala de
crescimento com irradiancia de aproximadamente 200 umol m? s*, fornecida por lampadas fluorescentes. Apés uma
semana de adaptacdo, foram realizadas aplicacfes exdgenas de acido ascérbico e perdxido de hidrogénio nas concentracoes
de 20 mM e 1 mM, respectivamente. A cada solucdo foi adicionado 0,1% de Triton-X para auxiliar na absorcdo pelas
folhas pulverizadas. A testemunha permaneceu sem aplicacdo. De hora em hora, por um periodo de 4 horas, foram
realizadas leituras de transpiracdo e resisténcia estomatica através de porébmetro de difusdo e feita a coleta de folhas para
posterior avaliagdo da atividade das enzimas APX, CAT, GR e SOD.

Para a atividade enzimatica foram utilizados 200 mg de tecido foliar. O material foi macerado em N, liquido
acrescido de 50% de PVPP (Polivinilpolipirolidona), homogeneizado em 1,5 mL do seguinte tampédo de extracdo: Fosfato
de potéssio 100 mM, pH 7,0, EDTA 0,1 mM e &cido ascérbico 10 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 x g por
10 min. a 4°C, o sobrenadante foi coletado e dessalizado em Coluna Sephadex G-25 (PD-10). A atividade da peroxidase do
ascorbato (APX) foi realizada segundo Nakano & Asada (1981), monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm.
O meio de reagéo incubado a 28°C, foi composto de tampé&o fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, &cido ascoérbico 0,5 mM e
H,0, 0,1 mM. A catalase foi estimada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm durante 2 min em um meio de reacao
contendo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, e H,0, 12,5 mM (Havir & McHale, 1987). Para a atividade da redutase da
glutationa (GR), baseou-se no método de Cakmak et al. (1993), monitorando-se a taxa de oxidacdo do NADPH, com
decréscimo na absorbancia a 340 nm por 2 min, sendo utilizado o meio de reagdo composto de tampao 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 da
superdxido dismutase (SOD) foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducéo do azul de nitrotetrazélio
(NBT) (Giannopolis & Reis, 1977) em um meio de reagcdo composto por fosfato de potéssio 100 mM, pH 7,8, metionina 14
mM, EDTA 0,1uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. Os tubos com 0 meio de reacdo e a amostra foram iluminados por 7
min. em uma caixa com uma lampada fluorescente de 20W. Para o controle 0 mesmo meio de reagcdo sem a amostra foi
iluminado. O branco foi mantido no escuro. As leituras foram realizadas a 560 nm. Uma unidade da SOD corresponde a
quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢des de ensaio.



Resultados e Discussado

A aplicacdo exdgena de H,0O, ocasionou um aumento da resisténcia estomatica ap6s uma hora da sua aplicagéo,
mantendo-a elevada até o final do experimento (Figura 1A). A taxa transpiratéria acompanhou 0 movimento estomatico,
diminuindo com o aumento da resisténcia (Figura 1B). A inducdo do fechamento dos estdmatos in vivo tem sido atribuida
ao acumulo de H,0O; nas células-guardas, cuja producéo é ativada pelo acido abscisico. Uma vez acumulado nas células, o
H,0, ativa os canais de passagem de calcio na membrana do vacuolo, aumentando a sua concentragdo no citosol (Kohler &
Blatt, 2002), levando com isso a uma despolarizagdo da células-guardas, efluxo de potéssio, perda de turgor e como
consequéncia, o fechamento dos estdmatos (Schroeder et al., 2001). Zhang et al. (2001), estudando o efeito do H,O, no
fechamento estomético em Vicia faba, verificaram que a aplicacdo exdégena de H,O, promoveu o fechamento dos estdmatos
de maneira dose-dependente, observando um fechamento 54 % maior que o controle.

Ja a pulverizacdo das folhas com acido ascérbico diminuiu a resisténcia estomatica, ou seja, promoveu uma maior
abertura dos estdbmatos, apds a primeira hora de aplicagdo em comparacdo as plantas controle. Em seguida aumentou,
permanecendo ao nivel do controle até as trés horas, quando entdo voltou a aumentar até as quatro horas. De maneira
semelhante, a taxa transpiratoria acompanhou o movimento estomatico de maneira inversamente proporcional. Zhang et al.
(2001) verificaram que a aplicacdo de acido ascorbico reverteu o efeito do fechamento estomatico induzido pelo H,0..
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Figura 1 — Efeito da pulverizagdo de acido ascdrbico (Asc) e peroxido de hidrogénio (H,O,) na resisténcia estomatica e taxa
de transpiragcdo em mudas de café.

De maneira geral, a aplicacdo de H,0, nas folhas das plantas aumentou significativamente a atividade das
enzimas estudas (Figura 2). Para a SOD, CAT e GR esse aumento iniciou a partir de uma hora ap6s a aplicagédo do H,0,,
sendo que com duas horas a diferenca em relagdo ao controle ja estava significativa. Ja para a APX, esse aumentou foi
verificado logo apds a exposicdo ao H,O,. Esta resposta imediata provavelmente se deve ao fato desta enzima ser a
principal responsavel pela eliminagdo do H,O, nas plantas pela sua reducédo a agua.

Embora a SOD faga parte de um primeiro ajuste da tolerancia de plantas ao estresse oxidativo, 0 H,O,, produto da
acdo dessa enzima, é também um radical livre e seu acimulo é tdo prejudicial quanto o do superoxido. A eliminagdo do
H,O, pode ser realizada tanto por catalases quanto por peroxidases (Asada, 1999; Willekens et al., 1995). Uma vez que a
acdo da SOD resulta na formagdo de H,0,, ela esta também intimamente ligada com a atividade da catalase e peroxidases,
mantendo, portanto, a interacdo com essas e outras enzimas antioxidantes, para garantir um balango altamente otimizado,
de forma a reduzir o risco de danos oxidativos (Junior, 2006).

Jéa a aplicacéo de &cido ascorbico, promoveu uma redugdo na atividade das enzimas, sendo que essa reducao foi
mais expressiva na atividade da CAT quando comparado as plantas controle. A SOD apresentou uma diminuicdo em sua
atividade ap6s uma hora da aplicacdo do acido ascdrbico. Esse decréscimo nas atividades da CAT, APX e GR ocorreu
desde o inicio do experimento. No sistema antioxidante, o acido ascorbico € utilizado pela APX para converter H,0O, a
agua, e o ascorbato pode diretamente limpar os radicais superoxido, hidroxila e o oxigénio singleto. Esses fatores podem
explicar essa menor atividade das enzimas quando da aplicagdo do acido ascorbico.

Segundo Chen & Gallie (2004) mudancas diurnas no estado redox do ascorbato e na concentragdo do H,0O, sdo
inversamente correlacionadas sugerindo a possibilidade de um contrapeso, ou seja, a alteragdo na concentragdo de um
afetaria a concentragdo do outro.
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Figura 2 — Atividade especifica das enzimas APX, CAT, GR e SOD em plantas jovens de café cv Catuali, pulverizadas
com &cido ascorbico (Asc) e perdxido de hidrogénio (H,0,).

O ascorbato é o mais abundante antioxidante nas plantas e contribui para o estado redox da célula (Smirnoff,
2000), estando envolvido diretamente no controle do movimento estomatico (Chen & Gallie, 2004).0 decréscimo no estado
redox do ascorbato pela repressdo da expressdo da redutase do dehidroascorbato aumenta o fechamento estomatico sob
condi¢Bes normais de crescimento e seguido de um estresse hidrico.

Conclus@es

O perdxido de hidrogénio aumentou a resisténcia estomatica, diminuindo a taxa transpiratoria e aumentou a
atividade das enzimas do sistema antioxidante.

O acido ascérbico promoveu abertura estomatica e maior transpiracdo, além de diminuir a atividade de todas as
enzimas.
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