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RESUMO: O estresse oxidativo é um problema de ocorréncia comum nas plantas quando sujeitas a condi¢des
ambientais adversas. A producdo de espécies reativas de oxigénio aumenta ao nivel dos fotossistemas quando a
absorcdo de energia luminosa excede 0 seu uso através da fotossintese, quer devido a elevados valores de irradiancia,
quer devido a danos diretos ou indiretos ao nivel do aparelho fotossintético. Desta forma, a existéncia e o reforco de
mecanismos antioxidativos em condicGes do estresse ambiental sdo determinantes para a aquisicdo de mecanismos de
tolerancia que permitam a sobrevivéncia das plantas e persisténcia nos seus habitats. O café é normalmente cultivado
em areas tropicais e sub-tropicais onde episodios de ocorréncia simultanea de seca e frio séo frequentes, tendo enorme
impacto negativo ao nivel da producdo. Apesar da conhecida sensibilidade do género Coffea ao estresse, alguma
capacidade de tolerancia foi ja demonstrada, nomeadamente no geno6tipo ‘Icatu’. Com base nos resultados apresentados,
esta capacidade de aclimatacdo podera estar relacionada com a ocorréncia de uma transcricao e atividades enzimaticas
constitutivamentamente mais elevadas das enzimas responsdveis pelos mecanismos de protecdo antioxidante,
juntamente com o aumento da expressdo e atividade em condi¢bes de estresse, em condigdes em que o sistema
antioxidativo é insuficiente. Estes resultados promissores podem contribuir para o desenvolvimento de ferramentas de
selecdo de germoplasma a serem exploradas em programas de melhoramento para tolerancia a estresses abiéticos.
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THE ANTIOXIDANTIVE SYSTEM IN COFFEA SP. IN THE ACCLIMATION TO
SIMULTANEOUS CHILLING AND DROUGHT STRESS *

ABSTRACT: Oxidative stress has been considered a common problem in plants growing in adverse environmental
conditions. Excess photon energy caused by such abiotic stress conditions exert, at least part, their effect by
overproducing reactive oxygen species (ROS), which results in detrimental oxidative damage to the cells. Increasing
the antioxidant defense mechanisms helps to promote acclimation and recovering responses being, therefore, crucial for
plant survival. Coffee is grown in tropical and sub-tropical areas where environmental conditions like drought and cold
often causes important yield reductions. Some acclimation ability to cold has been reported within the Coffea genus
namely in ‘Icatu’. The results here reported suggest that the superior ability to cope with stress may reflect the
constitutively higher gene expression and enzyme activity of several members and families of the anti-oxidative core
network that confer protection, together with an increased expression and activity under those conditions in which the
anti-oxidative system is insufficient to control the damage caused by the stress. These promising results can contribute
to the development of useful tools to identify suitable stress tolerant genotypes in coffee breeding programs.
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INTRODUCAO

O estresse oxidativo é hoje considerado um problema de ocorréncia comum nas plantas quando sujeitas a
condicBes ambientais adversas. A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) aumenta ao nivel dos
fotossistemas quando a absor¢do de energia luminosa excede o seu uso através da fotossintese, quer devido a elevados
valores de irradiancia, quer devido a um menor nivel de funcionalidade do aparelho fotossintético decorrente de
processos de regulacdo ou de danos diretos ou indiretos.

Em situacOes de seca e frio, que normalmente ocorrem em simultaneo nas areas tropicais e sub-tropicais onde o
café é cultivado, as reagdes quimicas e enzimaticas sofrem decréscimos devido a limitagbes impostas pelo fecho
estomatico e também, normalmente numa fase posterior, devido a limitagdes ao nivel do mesofilo. A acdo conjunta
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destes dois eventos resulta num aumento da diferenca entre a captura e a utilizacdo de energia que se traduz
frequentemente numa maior producdo de EROs ao nivel celular.

A existéncia e reforco de mecanismos antioxidativos em condi¢Bes do estresse ambiental sdo, deste modo,
determinantes para a aquisi¢do de mecanismos de tolerancia que permitam a sobrevivéncia das plantas e persisténcia
nos seus habitats. Este controle pode ser exercido principalmente por meio de 3 estratégias: 1) minimizar a absorcédo de
energia; 2) aumento da dissipagdo dessa energia por via de processos fotoquimicos e ndo fotoquimicos; 3) controlar a
producdo e/ou promover a desintoxicacdo por meio da eliminacdo de EROs. Estes mecanismos devem ser considerados
como atuando em conjunto quando se pretende estudar as estratégias de aclimatacdo de uma planta a condicdes de
estresse.

Dados anteriores referem a existéncia de diferencas na capacidade de tolerdncia ao estresse dentro do género
Coffea. Neste contexto pretende-se investigar o sistema antioxidativo de Coffea e avaliar se a sua dindmica podera estar
na base das diferencas observadas em genotipos distintos no que diz respeito a sua diferente capacidade de resposta ao
estresse de frio e seca ocorrendo em simultaneo. Neste sentido, foi realizada uma abordagem ao nivel bioquimico e
molecular que englobou a determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes, nomeadamente: peroxidases de
ascorbato, catalases, Cu/Zn-superdxido dismutase e redutases do glutatido, bem como os niveis de expressdo de genes
relacionados.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e imposicao de estresse conjunto de seca e frio: Foram usadas plantas cultivadas em vasos
com aproximadamente 1,5 anos, de 2 gen6tipos com capacidades distintas de tolerancia a baixas temperaturas positivas:
‘Icatu” (IAC 2944 - C. canephora x C. arabica) e ‘Apoatd’ (IAC 2258 - C. canephora), mostrando o primeiro uma
menor sensibilidade ao frio (Ramalho et al., 2003; Fortunato et al., 2010; Batista-Santos et al., 2011). As plantas foram
transferidas para camaras de crescimento (10000 EHHF, ARALAB, Portugal) e mantidas com um fotoperiodo de 12 h,
uma humidade relativa de 65-70% e uma irradiancia de 750-850 pmol m?s™.

Apo6s um periodo de aclimatacdo, as plantas foram divididas em dois grupos: um grupo controle mantido bem
irrigado (em torno de 80% da capacidade de campo) e um grupo submetido a estresse (em torno de 15% da capacidade
de campo). Os niveis desejados de agua no solo foram verificados e mantidos diariamente. O grupo de plantas em
estresse foi entdo submetido sucessivamente a: i) um decréscimo gradual da temperatura (0,5 °C/dia) desde os 25/20 °C
(dia/noite) até aos 13/8 °C (frio 1) durante 24 dias, de modo a permitir a expressdo da capacidade de aclimatacao; ii) trés
dias de “chilling” (13/4°C; frio 2), onde as plantas foram sujeitas a 4 °C durante a noite e as primeiras 4 h da manhd,
seguindo-se um incremento da temperatura para 13 °C aplicados durante o resto do periodo diurno; iii) um periodo de
15 dias de recuperacdo do frio de novo até condicbes de 25/20 °C (recup. frio); e iv) restabelecimento do nivel de
hidratacdo para 80% da capacidade de campo por mais 7 dias (recup. seca). Em cada ponto recolheram-se amostras de
folhas recentemente maduras de 5 plantas por genétipo. O material vegetal foi congelado em N liquido e armazenado a
-80 °C.

Determinacéo de atividades enzimaticas: As atividades enzimaticas de Cu/Zn-superéxido dismutases (SOD),
redutases de glutationa (GR), catalases (CAT) e peroxidases de ascorbato (APX) foram determinadas de acordo com
métodos previamente otimizados para folhas de café (Ramalho et al., 1998; Lima et al., 2002). Os resultados sdo
apresentandos em termos de diferenca na atividade medida na cultivar ‘Icatu’ em fun¢do da atividade medida na
cultivar ‘Apoatd’, expressa como o valor do log, da atividade normalizada.

Isolamento do RNA e sintese de cDNA: O RNA total foi isolado com recurso ao kit “RNeasy Plant Mini Kit”
(Qiagen, Germany) seguindo as instrucbes do fabricante. A eventual contaminacdo com DNA gendémico foi
ultrapassada com o uso do kit “Qiagen DNAse” de acordo com as instru¢des do fabricante. A integridade do RNA foi
verificada em gel 1% de agarose e a concentracdo e grau de pureza foram determinados num espectofotometro
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies; Thermo Scientific). Usaram-se 650 ug de RNA total para sintese de
cada cDNA, com o primer oligo-(dT);g € 0 sistema “SuperScript Il first-strand synthesis” (Invitrogen, EUA), de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

Andlise da expressdo de genes por PCR quantitativo em tempo real: A expressdo dos genes selecionados
foi avaliada por PCR quantitativo num iQ™5 Real-Time Detection System (BioRad) com SYBR Green como
fluordforo e iniciadores especificos desenhados para a sequéncia de cada gene alvo. Selecionaram-se 14 genes alvo, em
funcdo do seu papel conhecido na modulagdo dos niveis de EROs a nivel celular. As sequéncias das 4 Cu/Zn-
superéxido dismutases, as 2 redutases de monodehidroascorbato (MDHAR), as 2 redutases de dehidroascorbato
(DHAR), a redutase de glutationa e as 3 catalases estudadas foram identificadas nas bases de dados de EST (“Expressed
Sequence Tags™) de Coffea (Vidal et al., 2010). As sequéncias dos transcriptos da peroxidase de ascorbato citosolica
(APXc) e do tilac6ide (APXt) foram obtidas através de clonagem por homologia com ortdlogos identificados noutras
espécies (Goulao et al., 2008). Os valores da expressdo génica foram normalizados em funcéo da média geométrica de 4
genes de referéncia (Vandesompele et al., 2002), cuja expressao € constante no material e condi¢Bes usadas: ubiquitina,
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, ciclofilina e actina (dados ndo apresentados). Os resultados sdo apresentados
como a variagdo da abundéncia de cada transcripto (em log,) em funcdo da expressdo em condicfes controle de frio e
seca.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se que os 2 genotipos estudados responderam de forma diferente a imposicdo controlada de estresse
simultaneo de frio e seca. Quando retomadas as condi¢Oes de crescimento 6timas, apds os periodos de recuperacao de
frio e de seca para os niveis de controle, a globalidade das plantas da cultivar ‘Icatu’ apresentavam um desenvolvimento
semelhante aquele que demonstravam antes do estresse,, semelhante ao das condicdes de controle (Figura 1). As plantas
sujeitas a estresse hidrico mostraram frequentemente melhor aspecto (menor area necrosada) ap6s exposi¢édo ao frio do
que as plantas mantidas bem regadas. Por outro lado, a generalidade das plantas da cultivar ‘Apoatd’ mostraram que
foram visivelmente afetadas em resultado do estresse a que foram sujeitas (Figura 1).

(+]
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Figura 1 — Aspecto de plantas representativas de gendtipos com capacidade contrastante de tolerancia, em condicoes de
estresse multiplo e ap6s retorno as condigdes 6timas de desenvolvimento.

Estas observagdes visuais indicam uma maior capacidade de aclimatacdo e de tolerdncia a condicBes
ambientais adversas, nas condi¢fes do ensaio, por parte da cultivar ‘Icatu’, confirmando resultados anteriores do nosso
grupo, em trabalhos envolvendo outros estresses abidticos (Ramalho et al., 2003; Fortunato et al., 2010; Batista-Santos
et al., 2011). Esta maior capacidade de tolerdncia a estresses abiodticos poderd estar ligada, em larga medida, a
capacidade de controlar o estresse oxidativo e, por isso, 0s seus danos ao nivel celular (Fortunato et al., 2010).

De fato, a maioria dos estresses abi6ticos, incluindo o frio e a seca, induzem disturbios no balango metabdlico
das células, resultando num incremento na producdo de EROs (Miller et al., 2008). A acumulagdo de EROs é
considerada como um sub-produto do metabolismo de estresse. As plantas desenvolveram uma rede eficiente de
mecanismos de eliminagdo destes produtos, permitindo-lhes simultaneamente destoxificar as células e, paralelamente,
utilizar algumas destas moléculas como intermediarios em cascatas de sinalizacdo, regulando o nimero de processos
biolégicos além de tolerancia a estresses, como o crescimento, ciclo celular, morte celular programada, sinalizagdo
hormonal e desenvolvimento (Mittler et al., 2004). Deste modo, € sabido que plantas que possuem niveis elevados de
atividade do seu sistema antioxidativo, quer constitutivos, quer induzidos, revelam maior resisténcia a estresse que
promovem a sobre producdo de EROs a nivel celular e sub-celular.

Neste trabalho, foram avaliados os niveis de atividade enzimatica e de expressdo génica dos principais enzimas
envolvidos no controle dos niveis celulares de EROs, que permitem as plantas um balango entre desintoxicacdo e
sinalizagdo. Observa-se que na cultivar “Icatu’, em condi¢des de controle, todos 0s enzimas estudados apresentam maior
atividade (Figura 2A) e expressdo génica (Figura 2B), o que indica que esta cultivar tem niveis constitutivos de protecdo
antioxidativa mais elevados. Este fato podera ser um fator determinante na maior capacidade de tolerancia aos estresses
impostos observada neste genétipo.
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Figura 2 — Diferencas dos niveis constitutivos de atividade enzimética (A) e expressdo génica (B) de enzimas do
sistema antioxidativo, quantificados na cultivar ‘Icatu’ em relagdo a cultivar ‘Apoata’.
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Figura 3 — Diferencas na expressdo génica de membros de familias de enzimas do sistema antioxidativo quantificadas
através de PCR quantitativo durante a imposicdo des estresesses € recuperacdo, e expressas em variacdo (log,),
relativamente a condicdes de controle de frio e seca.
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No que diz respeito a inducdo ou repressao da expressdo de genes em resposta aos estresses impostos, observa-
se que, na generalidade dos genes estudados, a expressdo é induzida pelo estresse imposto em ‘Apoatd’, sendo
reprimida em “Icatu’ (Figura 3). A expressdo dos genes SOD1, SOD2 e APXc (principalmente ao nivel do ponto de
recuperacdo de seca) apresenta-se como excecdo em Icatu ja que sdo induzidos (Figura 3).

A necessidade de inducdo da expressdo destes genes em resposta ao estresse (Figura 3) podera estar
relacionada com a sua menor expressdo constitutiva relativa (Figura 2B). Com a imposicdo de frio, de um modo geral, a
expressdo génica é reduzida, provavelmente como resultado de uma redugdo do metabolismo celular causado pelas
baixas temperaturas.

As condices de estresse aplicado de forma gradual poderdo explicar as baixas taxas de variacdo observadas na
presenca de mRNA para a generalidade dos genes (inferior a 2 (em log,), em funcédo das condicGes de controle. De fato,
nestas condigdes, as respostas da expressao génica de reconhecimento e sinaliza¢do néo séo detetadas. Por outro lado, o
nimero de genes que respondem significativamente a estresse esta correlacionado com a intensidade desse mesmo
estresse (Cramer et al., 2007; Chaves et al., 2009), resultando em que a aclimatacdo involva a regulagdo de uma
porcentagem relativamente reduzida de genes (Bogeat-Triboulot et al., 2007).

A analise coletiva e global dos resultado sugere que as plantas da cultivar ‘Icatu’possuem niveis constitutivos
de enzimas de protecdo, do sistema antioxidativo, capazes de fazer face as condiges de estresse gradual e moderado
impostas no trabalho, simulando condi¢fes reais de campo, permitindo-lhes uma boa tolerdncia e consequente
recuperacdo. Por outro lado, os baixos niveis constitutivos dos mesmos enzimas em plantas da cultivar ‘Apoatd’,
obrigam a que, para sobreviver, as células tenham que reforcar a sua maquinaria antioxidativa para remogdo de EROs
toxicas, através de uma inducdo da sua expressdo génica. Contudo, em condigdes de baixa temperatura a sintese dessas
proteinas poderd ser dificultada, explicando a manutenc¢éo de baixos niveis de atividade (Fortunato et al., 2010).

CONCLUSOES

Trabalhos anteriores mostraram que a cultivar ‘lcatu’ apresentou maior capacidade de controle do estresse
oxidativo, apontando para um menor impacto e melhor recuperacdo do metabolismo fotossintético, bem como um
menor impacto na membrana do cloroplasto em condic6es de frio (Ramalho et al., 2003; Fortunato et al., 2010; Batista-
Santos et al., 2011).

No presente trabalho observou-se que a capacidade de aclimatacdo podera estar relacionada com a ocorréncia
de uma transcrigdo e atividade enzimatica constitutivamentamente mais elevadas dos enzimas responsaveis pelos
mecanismos de protecdo antioxidante, juntamente com o aumento da expressdo e atividade em condicGes de estresse,
quando os niveis de funcionalidade do sistema antioxidativo sao insuficientes.

Estes resultados sdo promissores e fornecem uma contribuicdo para o desenvolvimento de ferramentas de
selecdo de germoplasma a ser exploradas em programas de melhoramento para toleréncia a estresses abiéticos.
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