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RESUMO: As baixas temperaturas positivas afetam diversos componentes fisiolégicos e bioquimicos, nomeadamente
os lipidos membranares. O presente trabalho carateriza a composicao em acidos graxos totais e das classes lipidicas de 2
genotipos pertencentes as 2 mais importantes espécies comerciais, Coffea arabica cv. Catuai e Coffea canephora cv.
Conilon clone 02 da variedade "Vitoria", em condi¢fes ambientais adequadas e ap6s alguns ajustes promovidos durante
a exposicdo a uma descida gradual de temperatura, exposicdo a 4 °C e no periodo de recuperacdo seguinte. Em
temperatura adequada (25/20 °C, dia/noite) a composicdo lipidica das membranas dos cloroplastos ndo mostra
diferencas marcadas no que diz respeito ao teor de acidos graxos totais (AGT) e das principais classes lipidicas (tanto
em teor como em peso relativo). As classes de galactolipidos monogalactosildiacilglicerol (MGDG) e
digalactosildiacilglicerol (DGDG) predominam sobre as dos fosfolipidos, representando em conjunto (MGDG +
DGDG) 77% (Catuai) e 85% (clone 02), com DGDG sobrepondo-se a MGDG. Contudo, em condicdes de baixas
temperaturas e subsequente recuperacdo os genotipos apresentam diferentes comportamentos. Catuai mostra uma
significativa capacidade para promover a sintese de novo de AGT enquanto o clone 02 ndo. Tal permitiu ao primeiro
alteracBes qualitativas nas classes lipidicas. De fato, Catuai apresenta aumentos de teor e pesos relativos de MGDG e,
principalmente, dos fosfolipidos (em particular de fosfatidilglicerol, PG), o que tera uma contribuicdo positiva para a
menor sensibilidade ao frio deste genotipo, quando comparado com o clone 02. Esta analise de alguns componentes
lipidicos das membranas dos cloroplastos pode assim ser usada como uma ferramenta de auxilio & caracterizacdo da
tolerancia ao frio de plantas de café.

Palavras-chave: Acidos graxos totais, aclimatacéo, cafeeiro, classes lipidicas, frio, membranas dos cloroplastos.

EVALUATION OF CHANGES IN LIPID CLASSES FROM CHLOROPLAST
MEMBRANES IN THE RESPONSE TO COLD IN COFFEA spp.

ABSTRACT: Low temperatures affect many plant physiological and biochemical components, namely membrane
lipids. The present work aimed to characterize the total fatty acid (TFA) content of class lipid composition of
chloroplast membranes of 2 genotypes from the most important commercial coffee species, Coffea arabica cv. Catuai
and Coffea canephora cv. Conilon clone 02, under adequate environmental conditions, as well as after some of the
adjustments triggered during a gradual temperature decrease, upon chilling exposure and in the following recovery
period. Under adequate temperature (25/20 °C, day/night) the lipid composition of chloroplast membranes did not show
striking differences concerning the TFA content and the main lipid classes (both in content and relative weight).
Galactolipid classes monogalactosildiacilglicerol (MGDG) and digalactosildiacilglicerol (DGDG) dominate over the
phospholipid ones, representing together (MGDG + DGDG) 77% (Catuai) and 85% (clone 02), with DGDG prevailing
over MGDG. However, upon cold exposure and subsequent recovery the genotypes behaved differently. Catuai showed
a significant ability to promote de novo synthesis of TFA while clone 02 did not. That allowed the first to undergo
qualitative changes in lipid class, through increased contents and relative weight of MGDG and, mostly, of
phospholipids (especially phosphatidylglycerol, PG) which could have a positive contribution towards a lower cold
sensitivity, when compared to clone 02. Thus, such analysis of some lipid components of chloroplast membranes could
be used as a useful tool for cold tolerance characterization of coffee plants.
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VIl Simposio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
22 a 25 de Agosto de 2011, Araxa - MG

INTRODUCAO

As membranas celulares sdo estruturas dinamicas formadas principalmente por lipidos e proteinas, constituindo
uma barreira permeavel e seletiva que suporta inimeras reacdes biofisicas e bioquimicas. Contudo, sdo igualmente um
dos principais alvos dos stresses ambientais, tendo assim um papel central na aclimatacdo a condi¢cBes ambientais
adversas, nomeadamente as baixas temperaturas (Leshem, 1992; Routaboul et al., 2000).

AlteracBes na fluidez membranar pela temperatura poderdo constituir o primeiro sinal de percepcdo/dano
(Siegenthaler & Trémoliéres, 1998). A fluidez membranar é fortemente influenciada pela temperatura ambiental e
alteragdes na composicao de acidos gordos (e do seu grau de insaturacdo) e nas classes lipidicas, que tém um importante
papel na tolerancia/sobrevivéncia as baixas temperaturas (Kodama et al., 1995; Routaboul et al., 2000; Campos et al.,
2003; Wang et al., 2006), podendo garantir a viabilidade de cultivo em zonas potencialmente menos adequadas.

As baixas temperaturas sdo um dos fatores mais importantes na limitagdo geogréfica do café a area intertropical,
ja que tém efeitos fortemente negativos no crescimento da planta quando a média mensal ¢ inferior a 15-16 °C (Barros
et al., 1997; Partelli et al., 2010). A fotossintese é afetada abaixo de 18 °C e temperaturas a rondar os 4 °C tém forte
impato na fotossintese e na producdo (DaMatta et al., 1997; Ramalho et al., 2003; Silva et al., 2004; Partelli et al.,
2009), com as folhas maduras, as raizes e os meristemas da parte aérea mostrando particular sensibilidade (Larcher,
1995; Alonso et al., 1997). Contudo, alguns genotipos de café mostram alguma capacidade de aclimatar ao frio, o que
esta relacionado com uma melhor protecéo as condigdes de stresse oxidativo (Ramalho et al., 2003; Fortunato et al.,
2010; Batista-Santos et al., 2011) e a uma manutencéo da estabilidade membranar (Campos et al., 2003).

Neste contexto, pretende-se apresentar as alteragBes de composicdo de classes lipidicas de 2 gendtipos
amplamente cultivados no Brasil, C. arabica cv Catuai e C. canephora cv. clone 02, e a sua possivel relagdo com a
moderada tolerancia ao frio do primeiro e a grande sensibilidade do segundo. Espera-se que este tipo de analise possa
contribuir para a gestdo e seleccdo de gendtipos mais adequados a areas propensas a incidéncia de baixas temperaturas,
constituindo assim uma ferramenta para assistir aos programas de melhoramento de cafeeiro.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condigGes de crescimento

A submissdo das plantas aos tratamentos de baixa temperatura decorreu como descrito em Ramalho et al. (2003),
com pequenas alteragdes. Usaram-se plantas de Coffea arabica cv. Catuai (IAC 81) e C. canephora cv. Conilon: clone
02, que sdo importantes genotipos produtores no Brasil. Note-se que em trabalhos anteriores se verificou que Catuai
mostrou uma sensibilidade moderada as baixas temperaturas positivas, enquanto o clone 02 revelou grande
sensibilidade (Ramalho et al., 2003; Partelli et al., 2009; Batista-Santos et al., 2011). As plantas cresceram em vasos de
10 L em condicBes semi-controladas de temperatura (em estufa) até cerca de 1,5 anos, apds o que foram transferidas
para cdmaras fitoclimaticas (10000 EHHF, ARALAB, Portugal) onde foram colocadas a 25/20 °C (dia/noite) durante 2
semanas. As plantas foram entdo submetidas sucessivamente a: 1) uma descida gradual de temperatura (0,5 °C/dia)
desde 25/20 °C até 13/8 °C, de forma a permitir a expressdo de capacidade de aclimatacdo, 2) 3 ciclos de baixa
temperatura positiva (3x13/4 °C), aplicando 4 °C durante a noite e nas 4 h iniciais da manhd seguinte (por isso, com luz)
seguido de subida para 13 °C no resto do dia, 3) um periodo de recuperacao de 15 dias a 25/20 °C. O fotoperiodo foi de
12 h, humidade relativa de 65-70%, CO, externo de 380 uL L™ e irradiancia de 750-850 umol m™? s™. As determinac6es
foram efetuadas nos 2 pares de folhas maduras mais recentes de cada ramo, colhidas em 8-10 plantas por genétipo, ap6s
cerca de 2 h de iluminacdo.

Quantificacdo dos lipideos das membranas dos cloroplastos

As membranas dos cloroplastos foram obtidas como descrito em Ramalho et al. (1998). A analise de acidos
graxos totais (AGT) foi efetuada como descrito por Pham Thi et al. (1985) com a introdu¢do de algumas modificacoes
de optimizacdo para Coffea spp. (Ramalho et al., 1998; Campos et al., 2003). As classes lipidicas foram separadas de
acordo com Lepage (1967) e Mangold (1961). Os acidos graxos e as classes lipidicas foram identificadas por
comparacdo com padrdes conhecidos (Sigma).

Andlise estatistica
Aplicou-se uma ANOVA de fator duplo (P < 0.05) de forma a avaliar as diferencas entre temperaturas e entre
genotipos, sequida do Teste de Tukey para comparagdo de médias (para um nivel de confianca de 95%).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Componentes lipidicos em condic6es controle

Devido & importancia que as membranas celulares tém em mdltiplos processos metabdlicos, a caracteriza¢do dos
seus componentes lipidicos é crucial para a compreensdo das respostas das plantas a condi¢des ambientais limitantes,
nomeadamente ao nivel fotossintético, tal como sugerido anteriormente para Coffea spp. (Ramalho et al., 1998; Campos
et al., 2003).
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Em condicdes controle (25/20 °C) o teor de AGT mostrou valores proximos, com 9 em Catuai e 13 no clone 02
(mg g™ peso seco). (Figura 1).
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Figura 1 — Alteragdes dos teores (mg g™ peso seco) de acidos graxos totais (AGT) dos lipidos das membranas
dos cloroplastos de C. arabica cv. Catuai e C. canephora cv. clone 02, ao longo do periodo experimental. Cada valor
representa a média + erro padrao (n=3). A ANOVA mostrou diferencas entre gendétipos e entre temperaturas, assim
como na interac¢do entre os 2 fatores.

Os galactolipidos sdo as classes lipidicas mais abundantes nas membranas dos cloroplastos, representando 77% e
85% em Catuai e clone 02, respectivamente (Tabela 1), valores estes semelhantes aos observados em outras plantas
(Murata & Siegenthaler, 1998; Williams, 1998). O digalactosildiacilglicerol (DGDG) prevalece sobre o
monogalactosildiacilglicerol (MGDG), tal como em Pinus silvestris (Oquist, 1982), mas contrastando com outras
espécies (Harwood, 1998; Joyard et al., 1998). O clone 02 mostrou o valor mais alto em ambas as classes mas o racio
MGDG/DGDG apresentou valores semelhantes nos 2 genétipos.

Por outro lado as classes de fosfolipidos mostraram uma representatividade semelhante entre os 2 genotipos,
exceto em fosfatidilglicerol (PG). De fato, esta classe apresentou teores semelhantes nos 2 genétipos, mas um peso
relativo quase em dobro em Catuai. Esta classe é a 3% mais representativa e encontra-se dentro dos valores reportados
em outras espécies, que se situam entre 5-12% dos lipidos totais (Murata & Siegenthaler, 1998; Williams, 1998).
fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (PI) e 4cido fosfatidico (PA) ndo apresentaram diferencas significativas entre os
genétipos.

Tabela 1 - Alteragdes dos teores (mg g™ peso seco) das principais classes lipidicas e 0 seu peso relativo (entre
parénteses) nas membranas dos cloroplastos de C. arabica cv. Catuai e C. canephora cv. clone 02, ao longo do periodo
experimental. A ANOVA mostrou diferencas entre genétipos e entre temperaturas, assim como na interac¢do entre os 2
fatores. Cada valor médio (n = 3) seguido de diferentes letras expressa diferencas significativas entre gen6tipos para a
mesma temperatura (A, B) ou entre temperaturas para 0 mesmo genétipo (a, b, c, d) baseados no Teste de Tukey (P <
0.05); A e a representam os valores mais elevados.

Temperaturas (dia/noite, °C)

Classe Lipidica  Genotipo —o550c (05) 18/13°C (%) 13/8°C (%) 3x13/8°C (%) 15d Rec (%)

MGDG Catuai 40dA (29) 83cA (33) 16,00A (39) 118bA (29) 9,2cA (26)
Cl. 02 58bA (30) 8,1aC (32) 46bB (27) 5,6bB (23) 4,6bB (26)

DGDG Catuai 6,7cB (48) 94bB (37) 6,9cB (17) 16,4aA (40) 11,1bA (32)
Cl. 02 10,8bA (55) 14,00A (56) 10,6bA (61) 14,6aA (61) 10,4bA (59)

MGDG Catuai 0,59 0,89 2,33 0,72 0,83

DGDG* Cl. 02 0,54 0,58 0,43 0,38 0,44

PG Catuai 14cA (990 4,7bA (190 9, 7aA (24) 8,2aA  (20) 8,9aA  (25)
Cl. 02 1,00A (5,3) 1,1aB (4,3) 064aB (36) 13aB (56) 14aB (7,8)

pPC Catuai 0,74bA (5,3) 12bA (48) 34aA (8,2) 12bA (3,00 15bA (4,3
Cl. 02 1,00A (5,2) 09A (36) 10aB (57) 13aA (55 0,553aB (3,0)

Pl Catuai 0,61bA (4,4) 085bA (34) 23A (5,70 21aA (5,1) 23aA (6,7
Cl. 02 0,68aA (3,5) 0,89aA (3,5) 051aB (2,90 1,0aB (4,2) 0,69aB (3,9)

Galatolipidos** Catuai 3,4 2,3 1,3 2,2 14

Fosfolipidos Cl. 02 5,8 7.1 7,0 5,2 5,7

* usando os valores médios das classes MGDG e DGDG apresentados nesta tabela; ** usando a soma dos valores
médios das classes de galactolipideos (MGDG + DGDG) e fosfolipideos (PG+PC+PI+PA) apresentado nesta tabela.
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AlteracBes nos componentes lipidicos induzidas pelo frio

Durante a imposicéao gradual de frio o teor de AGT mostrou um aumento significativo em Catuai, quadriplicando
0 seu valor a 13/8 °C, o que reflete uma ativa sintese de novo de lipideos mesmo a baixa temperatura. Tal foi
relacionado com o processo de aclimatacdo (Oquist, 1982), pois podera permitir ajustes qualitativos e a reparagdo de
estruturas danificadas pela imposicdo de temperaturas baixas (Harwood, 1998; Campos, et al., 2003). Por seu lado, o
clone 02 mostrou variagdes moderadas durante o periodo de aclimatacgao (Figura 1). Apds submisséo a 4 °C (chilling) e
no periodo de recuperagdo os valores mantiveram-se altos em Catuai, ao contrario do observado no clone 02. Neste
genodtipo foi ainda observado no periodo de recuperacdo uma forte perda de pigmentos fotossintéticos e necroses
foliares (dados ndo incluidos), pelo que em conjunto os dados sugerem uma alta sensibilidade ao frio.

Fortes efeitos diferenciais foram evidentes na composicdo das classes lipidicas com exposicdo ao frio (Tabela 1),
influenciados pela sintese de novo de lipidos observada em Catuai mas quase ausente no clone 02. De fato, em Catuai,
MGDG seguiu a tendéncia de aumento dos AGT, mostrando o valor maximo a 13/8 °C e decrescendo posteriormente,
apesar de manter valores significativamente superiores aos observados no controle. Ja no clone 02, a excecdo de um
aumento transitério a 18/13 °C, o valor de MGDG manteve-se ao longo do ensaio. DGDG mostrou aumentos em ambos
0s genotipos, em particular apds a exposicao a 4 °C. Contudo, enquanto o racio MGDG/DGDG subiu em Catuai, a
tendéncia inversa foi observada no clone 02. A alteracdo das proporgdes entre classes lipidicas foi ja observada na
aclimatagdo a baixas temperaturas positivas. O aumento da proporcdo de MGDG, necessario para o funcionamento da
ATPase da membrana dos tilacdides (Siegenthaler & Trémolieres, 1998) e para regulagcdo do funcionamento do
fotossistema 11 (Iba, 2002) poderd promover a manutencdo do processo fotossintético. Por outro lado a sintese de
DGDG (e PG) é igualmente necessaria para a estabilidade e funcionamento dos complexos de captacdo de luz (LHCII)
(Murata & Siegenthaler, 1998), o que esta de acordo com o menor nivel de sensibilidade ao frio revelado por Catuai em
relacdo ao clone 02.

Apesar dos aumentos nos galactolipideos, observados principalmente em Catuai, 0 peso relativo destas classes
diminuiu neste gendtipo face a um aumento ainda maior das classes de fosfolipideos, como se comprova pelo
decréscimo do racio entre os 2 tipos de classes. Em particular, PG apresentou um aumento para, pelo menos, o dobro da
sua importancia relativa a partir de 18/13 °C, caracteristica que se manteve mesmo durante o periodo de recuperagao.
Contudo, tal aumento correspondeu a teores superiores entre 235% (18/13 °C) e 593% (13/8 °C) relativamente ao seu
controle. Aumentos dos fosfolipideos foram associados a capacidade de aclimatacdo (Uemura et al., 1995; Wang et al.,
2006). De fato o enriquecimento das membranas em PG (e do seu acido gordo especifico, C16:1t) podera ajudar a
preservacao da configuracdo 6tima da proteina D1 e do funcionamento dos fotossistemas (Siegenthaler & Trémolieres,
1998; Yang et al., 2005). Por seu lado, os aumentos em PC sugerem um certo grau de restauragdo das membranas
(Harwood, 1997), e em Pl estardo ligados a manutencao da estrutura membranar dos cloroplastos (Joyard et al., 1998).

Desta forma, as alteracfes observadas em Catuai terdo possibilitado a manutencdo da maquinaria fotossintética e
uma recuperacdo mais rapida ap6s o fim da imposicdo do frio (Partelli et al., 2009; Batista-Santos et al., 2011) a que
ndo sera igualmente alheio o reforco de alguns componentes do sistema antioxidativo (Fortunato et al., 2010).

Ao invés, o clone 02 manteve (PC, PI, PA) ou diminuiu (PG) a importancia relativa dos fosfolipidos, tendo-se
observado teores relativamente estaveis durante todo o ensaio. Tal levou a aumentos (a 18/13 °C e 13/8 °C) ou a
manutencao (apos 4 °C e na recuperacao) do racio entre galactolipideos e fosfolipideos neste genétipo.

Por outro lado, o aumento do nivel de PA (que pode ser considerado um metabolito de stress (Park et al., 2004)
ocorre apenas em Catuai, sugerindo um aumento de catabolismo dos lipideos membranares (por exemplo, devido a
ataque enzimatico ou de espécies reativas de oxigénio). Contudo, para que as alteragdes qualitativas tomem lugar serd
necessario remover alguns &cidos graxos antes da sua substituicdo (por exemplo, por outros mais insaturados), pelo que
0 aumento de PA poderé estar relacionado com essas alteragdes dinamicas.

CONCLUSOES

Os 2 genotipos (C. arabica cv. Catuai e C. canephora cv. Conilon clone 02), que estdo largamente implantados
no Brasil e representam as 2 espécies de cafeeiro com maior valor comercial, mostram apenas diferencas pontuais no
que se refere as classes lipidicas das membranas dos cloroplastos quando em condicfes adequadas de crescimento.
Contudo, quando expostas a um decréscimo gradual de temperatura, as 2 cultivares revelam diferencas substanciais, que
estardo relacionadas com a menor sensibilidade ao frio revelada por Catuai comparativamente ao clone 02. Catuai
apresentou um forte aumento da sintese de novo de lipideos membranares, aliado a alteragdes qualitativas nas classes
lipidicas, com reflexos nos aumentos significativos (absolutos e proporcionais) de MGDG e, principalmente, dos
fosfolipidos, em particular de PG. Tal estard certamente ligado & manutencdo da maquinaria fotossintética e uma
recuperacdo metabodlica mais rapida apés o fim da imposicdo do frio. Este tipo de analise pode assim constituir uma
ferramenta na analise da tolerancia a baixas temperaturas em Coffea spp., integrado num leque alargado de analises do
qual devera ainda fazer parte a caracterizacdo do sistema antioxidativo.
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