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RESUMO: Investigou-se a resposta do sistema antioxidante de mudas de Coffea arabica L. cultivares Catuai e Mundo Novo
ao encharcamento do substrato. Para isto, as mudas com oito pares de folhas completamente expandidas foram submetidas a
trés condi¢des de disponibilidade de dgua: capacidade de campo, encharcamento intermitente e encharcamento continuo. As
avaliacdes foram realizadas na implementacdo do experimento e cinco meses apos a indugdo dos tratamentos, quando foram
avaliadas a atividade das enzimas antioxidantes ¢ o contetido de ascorbato. Houve uma resposta do sistema antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico das mudas de cafeeiro a condigdo de estresse, permitindo as plantas suportarem o encharcamento
do substrato, por um periodo de 150 dias. A cultivar Catuai apresentou um sistema antioxidante mais ativo do que a cultivar
Mundo Novo.

Termos para indexac¢ao: Coffea arabica, dismutase do superoxido, catalase, peroxidase do ascorbato, alagamento.

ANTIOXIDANT SYSTEM RESPONSE IN COFFEE SEEDLINGS
UNDER WATERLOGGING

ABSTRACT: We investigated the response from antioxidant system of Coffea arabica L. seedlings from Catuai and Mundo Novo
cultivars to waterlogging. For this, acclimated seedlings with eight pairs of completely expanded leaves were submitted to three
conditions of water availability: field capacity, intermittent waterlogging and continuous waterlogging. The evaluations were
performed at the beginning of the experiment and five months after waterlogging. Activity of antioxidant enzymes and levels
of ascorbate were evaluated. There was a response of enzymatic and non-enzymatic antioxidant system of coffee seedlings to
stress condition, allowing the plants to survive under waterlogging for 150 days. The antioxidant system was more active in
Catuai than in Mundo Novo cultivar.

Index terms: Coffea arabica, superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, waterlogging.

1 INTRODUCAO da demanda hidrica, que ¢ regulada pelas
caracteristicas intrinsecas da planta, do solo e do
clima da regido (PIMENTEL et al., 2010).

Neste sentido, € necessario haver o
planejamento da quantidade de agua ideal para
a cultura do cafeeiro, sem excesso ou déficit

hidrico (SILVA; TEODORO; MELO, 2008). O

Adirrigacdo vem sendo utilizada em uma area
correspondente a 10% da area total cultivada com
café no Brasil, abrangendo principalmente o norte
do Espirito Santo, as regides do Tridngulo Mineiro
e Alto Paranaiba em Minas Gerais e o oeste da

Bahia, sendo o cultivo irrigado responsavel por
25% da produgao nacional (FERNANDES et al., 2012).

Esta pratica favorece a obtencao de alta
produtividade e qualidade dos graos, permitindo
ndo somente a expansdo da cafeicultura, como
também o cultivo do café em areas consideradas
inaptas anteriormente (MATIELLO, 2012) e o
aumento na produtividade de regides aptas ao
cultivo, como o sul de Minas Gerais (GOMES;
LIMA; CUSTODIO, 2007; SILVA; TEODORO;
MELO, 2008). Entretanto, para que a aplicacao de
agua seja eficiente ¢ necessario o conhecimento

excesso de irrigagdo pode reduzir a produtividade
¢ a qualidade da producdo, podendo ocasionar
queda das flores, retardo da maturacgao dos frutos,
lixiviagdo de nutrientes soliveis, maior ocorréncia
de doengas do solo e de disturbios fisiologicos,
como o estresse oxidativo (DIAS et al., 2004).

A irrigagdo mal planejada pode levar a
ocorréncia de alagamento, estando relacionada a
redugdo na disponibilidade de oxigénio e aumento
de doengas na rizosfera, reducdo na absor¢ao de
agua pelas raizes e trocas gasosas da planta com
o ambiente, além do decréscimo na temperatura e
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na concentragdo de nutrientes do solo (IRMACK;
RATHIE, 2008). Assim, h4 ocorréncia de diversos
disturbios fisioldgicos, que podem culminar
com a reducdo no crescimento e produtividade
das culturas (VERMA et al., 2014). No caso
do café, o excesso de agua esta relacionado a
redu¢do de taxas fotossintéticas e transpiratorias,
menor condutancia estomatica, menores teores
de pigmentos e menor crescimento das plantas
(SILVEIRA et al., 2014, 2015).

Em condig¢des de excesso hidrico ocorre
também um aumento na geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), podendo causar
danos a componentes celulares como lipideos,
proteinas e acidos nucléicos (GECHEV et al.,
2006; SUZUKI et al., 2012). Em condi¢des de
baixa disponibilidade de oxigénio devido ao
excesso de agua, a via fermentativa ¢ ativada
para manter a produ¢do de ATP, acarretando a
saturacdo da cadeia transportadora de elétrons que
leva ao acimulo de poder redutor (MUSTROPH;
ALBRECHT, 2007). Esse acimulo, associado a
baixa produg@o de energia, leva ao aumento na
geracdo das EROs, podendo acarretar um estresse
oxidativo nas células (GECHEV et al., 2006;
SUZUKI et al., 2012).

Para evitar o estresse oxidativo, mecanismos
de transdug¢ao de sinais desencadeiam a expressao
de genes destinados a manutencdo de baixas
concentracdes de EROs, promovendo, dentre
outros ajustes metabolicos, a maior atividade de
enzimas antioxidantes  MOLLER; SWEETLOVE,
2010). O sistema antioxidante ¢ caracterizado por
componentes enzimaticos e ndo enzimaticos, que
atuam na neutralizacdo das EROs, prevenindo
danos aos componentes celulares e mantendo a
homeostase (SHARMA et al., 2012). A ativagdo
precoce do sistema antioxidante pode ser um
mecanismo de tolerancia das plantas aos estresses
bidticos e abidticos.

Assim, na busca pelo conhecimento acerca
darelacdo entre a atividade do sistema antioxidante
e a tolerancia do café ao excesso de agua,
investigou-se a resposta do sistema antioxidante
de mudas de Coffea arabica L. cultivares Catuai e
Mundo Novo ao encharcamento do substrato.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo do Setor de Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras, no periodo
de janeiro a junho de 2010. Mudas de café das
cultivares Mundo Novo IAC 379-19 (MN) e Catuai
Vermelho IAC 44 (CT) com quatro pares de folhas
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completamente expandidas foram transplantadas
para sacos de polietileno perfurados, com as
dimensoes 15 x 25 cm e volume de 4,4 L contendo
substrato padrdo para mudas de café, conforme
recomendagdes de Guimaraes, Mendes e Souza (2002).

As mudas foram cultivadas em casa de
vegetacdo com 50% da incidéncia da radiagdo
solar ¢ manuten¢do da umidade do substrato
proxima a capacidade de campo até atingirem
oito pares de folhas completamente expandidas.
Em seguida, essas mudas foram submetidas a trés
diferentes condi¢des de disponibilidade de agua
no substrato. No tratamento controle (CC), as
mudas foram mantidas com umidade do substrato
proxima a capacidade de campo mediante
irrigacdo didria. O segundo tratamento foi o
encharcamento continuo do substrato (Cont), pela
manutencdo de uma lamina de dgua de cerca de
dois ter¢os do volume total do saco de polietileno,
durante todo o periodo experimental. O terceiro
tratamento foi o encharcamento intermitente do
substrato (Int), em que as mudas permaneciam
trés dias sob encharcamento continuo e quatro
dias sob capacidade de campo, ao longo de todo
o periodo experimental. A umidade do substrato
foi determinada pelo método padrao de estufa, de
acordo com Bernardo, Soares e Mantovani (2006).

As analises bioquimicas foram realizadas
em duas épocas: na implementacdo do experimento
(Tempo 1), antes da imposi¢do dos tratamentos e
cinco meses apos a imposi¢do dos tratamentos,
quando aconteceu o agravamento dos sintomas,
com menor crescimento ¢ desfolha das plantas
submetidas aos estresses (Tempo 2). As raizes do
cafeeiro foram coletadas em nitrogénio liquido e
devidamente armazenadas em ultrafreezer, até a
realizagdo das analises.

Para a quantificagdo da atividade das
enzimas antioxidantes, o extrato foi obtido pela
maceracdo em nitrogénio liquido de 0,2 g de
folhas com tampao de extrag@o, contendo fosfato
de potassio 0,4 M (pH 7,8), EDTA 0,01 M, acido
ascorbico 0,2 M e agua (BIEMELT; KEETMAN;
ALBRECHT, 1998). O sobrenadante foi
coletado e utilizado nas analises enzimaticas da
dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT)
e peroxidase do ascorbato (APX). A atividade da
SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em
inibir a fotorredu¢do do azul de nitrotetrazolio
(NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Uma
aliquota do sobrenadante foi adicionada ao meio
de incubagdo composto por fosfato de potassio
100 mM (pH 7,8), metionina 70 mM, EDTA 10
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uM, NBT 1mM, riboflavina 0,2 mM e agua. Os
tubos com o meio de reagdo e amostra foram
iluminados, por 7 minutos, com uma lampada
fluorescente de 20 W. Para o controle, 0 mesmo
meio de reacdo sem a amostra foi iluminado. As
leituras foram realizadas a 560 nm. A atividade
da APX foi determinada pelo acompanhamento
da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm,
durante 3 minutos. Para isso, uma aliquota do
extrato enzimatico foi adicionada ao tampao de
incubagdo, composto por fosfato de potassio 200
mM (pH 7,0), 4acido ascorbico 10 mM, peroxido
de hidrogénio 2 mM e agua (NAKANO; ASADA,
1981). A CAT foi avaliada segundo Havir e
McHale (1987), em que uma aliquota do extrato
enzimatico foi adicionada ao meio de incubagéo,
contendo fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0),
peroxido de hidrogénio 250 mM e dgua. A atividade
dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na
absorbancia a 240 nm, por 3 minutos, monitorado
pelo consumo de peroxido de hidrogénio.

A concentragdo de ascorbato  foi
determinada, conforme descrito por Arakawa et al.
(1981), em que 50 mg de tecido de folhas foram
macerados em TCA 5% (m/v), homogeneizados.
Aliquotas do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de reagdo composto por TCA 5% (m/v),
etanol 99,8% (v/v), acido fosforico 0,4% em
etanol (v/v), bathophenantrolina 0,5% em etanol
(p/v) e FeCl, 0,03% em etanol (m/v). A mistura foi
homogeneizada vigorosamente e incubada a 30°
C, por 90 minutos. As leituras foram realizadas
a 534 nm, com base na curva-padrdo de acido
ascorbico.

O delineamento experimental utilizado foi
o de blocos casualizados, sendo trés blocos, trés
condi¢des de disponibilidade de agua (CC, Int e
Cont), duas cultivares (Catuai ¢ Mundo Novo)
e duas épocas de coleta (T1 e T2). Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia,
utilizando-se o programa estatistico SISVAR 4.3
(Sistema de Analise de Variancia Para Dados
Balanceados) (FERREIRA, 2011). As médias
entre os tratamentos foram comparadas pelo teste
de Scott-Knott, a 0,05 de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A cultivar Catuai apresentou maior
atividade da SOD (Figura 1) do que Mundo Novo,
para todos os tratamentos no tempo 1 e para
capacidade de campo e encharcamento continuo
no tempo 2. Para ambas as cultivares, a excecao
do tratamento de capacidade de campo na cultivar
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Mundo Novo, houve um aumento na atividade
da SOD, ao longo do tempo. Comparando-se 0s
tratamentos, maior atividade foi encontrada em
plantas de ambas as cultivares, sob encharcamento
continuo no tempo 2.

A atividade da APX (Figura 2) foi maior
no tempo 1 para a cultivar Mundo Novo, em
todos os tratamentos e no tempo 2 para a Catuai
nos tratamentos intermitente e continuo. Houve
um aumento na atividade desta enzima ao longo
do tempo, para a cultivar Catuai em todos os
tratamentos. Plantas da cultivar Catuai sob
encharcamento continuo apresentaram maior
atividade desta enzima, em relacdo aos outros
tratamentos no tempo 2, enquanto nas da Mundo
Novo, a menor atividade foi encontrada no
tratamento intermitente, neste mesmo tempo.

A atividade da CAT (Figura 3) foi maior
na cultivar Catuai, para todos os tratamentos no
tempo 1 e para o encharcamento intermitente e
continuo no tempo 2. Ao longo do tempo, houve
um aumento na atividade da CAT para plantas sob
encharcamento continuo de ambas as cultivares.
Comparando-se o0s tratamentos, somente no
encharcamento continuo houve maior atividade
desta enzima, para as duas cultivares no tempo 2.

Os teores de ascorbato foram superiores
na cultivar Catuai do que na Mundo Novo, para
todos os tratamentos em ambos os tempos de
coleta (Figura 4). Ao longo do tempo, os teores
de ascorbato se mantiveram constantes em ambas
as cultivares, ocorrendo uma redug¢ao somente no
encharcamento continuo. Com relagdao ao efeito
dos tratamentos, menores teores de AsA foram
encontrados somente no encharcamento continuo,
em ambas as cultivares no tempo 2.

Plantas submetidas ao alagamento tendem
a desenvolver modificagdes morfoanatomicas
e fisiologicas, que as permitam sobreviver sob
tais condigdes de estresse. No que se refere as
alteragoes fisiologicas, pode ocorrer o desvio
da respiragdo para a rota anaerdbica (YIN et al.,
2010), assim como a mobilizacdo do sistema
de defesa antioxidante, para proteger as células
contra a producdo excessiva de EROs, evitando
a ocorréncia do estresse oxidativo (ALVES
et al., 2012; EL-ENANY et al., 2013). Nesse
sentido, o aumento na atividade das enzimas
antioxidantes, principalmente em plantas sob
encharcamento continuo no tempo 2, pode ter
atuado na neutralizagdo das EROs, evitando
danos oxidativos.
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FIGURA 1 - Atividade da enzima dismutase do superdxido (SOD) em mudas de cafeeiros Mundo Novo e
Catuai, submetidas a trés condig¢des hidricas: capacidade de campo (CC), encharcamento intermitente (Int)
e encharcamento continuo (Cont). Letras maitsculas comparam as cultivares dentro de cada tempo e em cada
tratamento. Letras mintsculas comparam o efeito do tempo em cada cultivar, dentro de cada tratamento e as letras
minusculas seguidas de apdstrofe comparam o efeito dos tratamentos, em cada cultivar dentro de cada tempo.
Letras diferentes indicam diferengas significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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FIGURA 2 - Atividade da enzima peroxidase do ascorbate (APX), em mudas de cafeeiros Mundo Novo e
Catuai, submetidas a trés condigdes hidricas: capacidade de campo (CC), encharcamento intermitente (Int)
e encharcamento continuo (Cont). Letras maitisculas comparam as cultivares dentro de cada tempo e em cada
tratamento. Letras mintsculas comparam o efeito do tempo em cada cultivar dentro de cada tratamento e as letras
minusculas, seguidas de apostrofe, comparam o efeito dos tratamentos, em cada cultivar dentro de cada tempo.
Letras diferentes indicam diferengas significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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FIGURA 3 - Atividade da enzima catalase (CAT) em mudas de cafeeiros Mundo Novo e Catuai submetidas a
trés condigdes hidricas: capacidade de campo (CC), encharcamento intermitente (Int) e encharcamento continuo
(Cont). Letras maiusculas comparam as cultivares dentro de cada tempo e em cada tratamento. Letras mintisculas
comparam o efeito do tempo em cada cultivar dentro de cada tratamento e as letras mintsculas seguidas de
apostrofe comparam o efeito dos tratamentos, em cada cultivar dentro de cada tempo. Letras diferentes indicam
diferencas significativas com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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FIGURA 4 -Teores de ascorbato (AsA), em mudas de cafeciros Mundo Novo ¢ Catuai, submetidas a trés condi¢des
hidricas: capacidade de campo (CC), encharcamento intermitente (Int) e encharcamento continuo (Cont). Letras
maitsculas comparam as cultivares, dentro de cada tempo ¢ em cada tratamento. Letras mintsculas comparam o
efeito do tempo em cada cultivar, dentro de cada tratamento; as letras mintsculas seguidas de apdstrofe comparam
o cfeito dos tratamentos em cada cultivar, dentro de cada tempo. Letras diferentes indicam diferengas significativas
com 0,05 de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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Considerando-se que a hipoxia leva
ao aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio (SAIRAM et al., 2011), plantas
submetidas a este tipo de estresse tendem a
apresentar um sistema antioxidante ativo, para
neutralizar os efeitos maléficos dessas espécies nas
células, prevenindo a degradagdo de membranas,
proteinas e acidos nucléicos (SAIRAM etal., 2011;
SIMOVA-STOILOVA et al., 2012). Assim sendo,
a maior atividade das enzimas antioxidantes,
assim como a maior produ¢do de antioxidantes
nao-enzimaticos, tém sido associados com a maior
sobrevivéncia de plantas ao excesso de dgua, uma
vez que hd manuten¢do da homeostase celular
(ALVES et al., 2012; SIMOVA-STOILOVA et al.,
2012), o que provavelmente ocorreu nas plantas
das cultivares de cafeeiro desse estudo.

Normalmente, nas células, as espécies
reativas de oxigénio atuam como sinalizadoras
das respostas das plantas, desde o crescimento até
a resposta a estresses (SHARMA et al., 2012). No
entanto, aocorrénciade estresses levaaumaumento
na geracdo de EROs, causando um desequilibrio
na homeostase celular e podendo levar ao estresse
oxidativo (ALVES et al., 2012). Desta maneira, ¢
necessario um aumento na atividade das enzimas
antioxidantes para neutralizar o efeito deletério
das EROs (ALVES et al., 2012; EL-ENANY et
al., 2013; VERMA et al., 2014).

No caso das mudas de cafeeiro submetidas
ao excesso hidrico, houve uma resposta do
sistema antioxidante enzimdtico e ndo enzimatico
a condi¢do de estresse. O encharcamento do
substrato levou ao maior incremento na atividade
das enzimas antioxidantes, permitindo as plantas
suportarem o encharcamento do substrato,
mantendo-se vivas, por um periodo de 150 dias.
Nesse tempo, foi observado o agravamento
dos sintomas visuais caracterizados pelo
amarelecimento das folhas e desfolha das plantas,
além de uma reducdo nas taxas fotossintéticas,
transpiratorias e de condutancia estomatica,
para ambas as cultivares. No entanto, a cultivar
Catuai se diferenciou da Mundo Novo pela
maior atividade das enzimas antioxidantes que,
provavelmente, atuaram na neutralizacdo das
EROs, mantendo o contetido de clorofila, ao longo
do periodo experimental (SILVEIRA et al., 2015),
enquanto houve uma queda desses pigmentos na
cultivar Mundo Novo.

A cultivar Catuai apresentou um sistema
antioxidante mais ativo do que a cultivar Mundo
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Novo. Mesmo antes da imposi¢ao dos tratamentos,
as plantas da Catuai ja apresentavam maior
atividade da SOD, CAT ¢ maiores concentragdes
de ascorbato. Essa maior ativagdo do sistema
antioxidante, antes da imposi¢@o dos tratamentos,
proporcionou as plantas de Catuai maior
capacidade de resposta, quando submetidas ao
estresse. A maior atuacdo do sistema antioxidante
pode ser relacionada com a maior protegdo da
planta contra os danos causados pelo estresse por
excesso de agua. Esse comportamento da cultivar
Catuai caracterizou a maior capacidade de resposta
da mesma ao disturbio da homeostase celular, em
virtude do encharcamento.

Espécies tolerantes ao alagamento tendem
a apresentar sintomas do estresse mais tardios e
menores danos as membranas e outros componentes
celulares do que as sensiveis, uma vez que a
resposta do sistema antioxidante das tolerantes
¢ precoce (SAIRAM et al., 2011; SIMOVA-
STOILOVA et al., 2012). Em diferentes espécies,
genotipos que apresentam maior atividade das
enzimas do sistema antioxidante sdo aqueles
que t€ém menor conteudo de espécies reativas de
oxigénio, menos danos as membranas celulares
e, consequentemente, maior sobrevivéncia diante
do estresse (SAIRAM et al., 2011; SIMOVA-
STOILOVA et al., 2012).

Assim sendo, a maior atuacdo do sistema
antioxidante pode estar relacionada, direta
ou indiretamente, a manutengdo dos niveis
de clorofila, condutincia estomatica e taxas
fotossintética e transpiratoria (YIN et al., 2010).
Com isso, hd um retardo no aparecimento dos
sintomas de estresse e manuten¢ao do crescimento
das plantas tolerantes (SIMOVA-STOILOVA et
al., 2012; YIN et al., 2010), por um tempo mais
prolongado do que as sensiveis. Assim, o maior
preparo do aparato bioquimico, por meio da maior
atividade do sistema antioxidante de mudas de
cafeeiro Catuai, pode estar relacionado ao maior
preparo destas plantas para sobreviver em caso
de uma eventual ocorréncia de encharcamento
do solo.

4 CONCLUSOES

A cultivar Catuai apresenta um sistema
antioxidante mais ativo do que a cultivar Mundo
Novo, com maior atividade da SOD, CAT e
maiores concentra¢des de ascorbato. Esta atuacao
mais eficiente do sistema antioxidante de mudas
de cafeeiro Catuai contribuira para que estas
plantas apresentem melhor resposta, em caso de
ocorréncia de encharcamento do solo.
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