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RESUMO

Foi usada células de café em suspensdo como modelo para estudar o papel de
alantoina na nutricdo nitrogenada e o efeito de estresses abidticos sobre enzimas
antioxidativas em café. Varios trabalhos tém relatado a importancia dos ureideos
como fonte de nitrogénio em algas e leveduras. No entanto, sabendo-se que
alantoina é uma fonte de nitrogénio em plantas fixadoras de Np, quase nao ha
informacgbes sobre a mesma fungdo em plantas vasculares que nao fixam Np. Assim,
no primeiro capitulo verificou-se o papel de alantoina na nutricdo nitrogenada em
café, uma vez que esta planta acumula este ureideo e acido alantéico como produtos
oriundos da degradacao de cafeina. Apesar de absorvida pelas células, alantoina
pouco contribui para o crescimento celular. Em todas as andlises efetuadas ficou
evidente a incapacidade das células em adaptarem seu metabolismo a esta fonte de
nitrogénio. Assim, parece que por si sO, alantoina provocou algum tipo de
desbalanco metabdélico. Acido Oxénico (AOX) foi usado para inibicdo de uricase, a
enzima que produz alantoina a partir de &cido Urico, mas mostrou-se téxico na
auséncia de alantoina. Porém, em alguns casos com alantoina no meio de cultivo,
parece ter ocorrido algum tipo de interagdo entre inibidor e ureideo, mudando o
metabolismo de maneira bastante diferente ao observado com o inibidor, mas sem
alantoina no meio. Isto talvez possa ter ocorrido devido a reducdo acentuada de AOX
no meio de cultivo, porém, como ndo foi analisado o seu teor nas células nao
podemos inferir que este inibidor tenha sido degradado de fato. Portanto, concluimos
que alantoina tem papel pouco importante na economia de nitrogénio em células de
café. A atividade e expressao de genes que codificam enzimas antioxidativas podem

sofrer alteracdes mediante condicbes ambientais desfavoraveis. Assim, no segundo
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capitulo, foram investigadas as alteracbes na atividade especifica de algumas
enzimas antioxidativas em células de café em suspensdao mediante varias condi¢coes
de estresse abidticos. Os resultados obtidos foram confrontados com a ocorréncia de
sequiéncias semelhantes de ESTs de café (projeto Genoma Café) obtidos através de
“Northen eletrbnico”. Diferentes respostas foram observadas em relacdo as
atividades de enzimas antioxidativas em células de café em suspensao dependendo
do tipo de estresse abiodtico imposto. No entanto, pode ser validado o uso de células
em suspensao como um modelo para o estudo do efeito de estresses abidticos sobre

o sistema de defesa antioxidativo em café.



SUMMARY

Cellular suspension of coffee was used as model to study the role of allantoin
in nitrogen nutrition of coffee and the effect of abiotics stress on antioxidant enzymes
in coffee. Some studies have reported on the importance of the ureides as nitrogen
source in algae and yeast. However, knowing that allantoin is a nitrogen source of
No-fixing plants, information is scare on the same function in plants that do not fix Na.
Thus, in the first chapter the role of allantoin in the nitrogen nutrition of coffee was
verified, in view of the fact that this plant accumulates ureides and allantoic acid as
products derived from the catabolism of caffeine. Although absorbed by the cells,
allantoin contributes little to cellular growth. In all the analyses carried out the
incapacity of the cells to adapt their metabolism to this nitrogen source was evident.
Thus, it seems that alone, allantoin provoked some type of metabolic alteration.
Oxonic acid (AOX) was used to inhibit uricase, the enzyme that produces allantoin
from uric acid, but was found to be toxic in the absence of allantoin. However, in
some cases with allantoin in the culture medium, it seems that some type of
interaction occurred between inhibitor and the ureide, changing the metabolism in a
different way to that observed with inhibitor, but without allantoin in the medium.
Perhaps this is related to the fact that AOX was strongly reduced in the culture
medium, however, as its levels in the cells was not analyzed, it cannot be inferred that
it was in fact degraded of fact. Therefore, we conclude that allantoin is of little
importance in the nitrogen economy of coffee cells. The activity and expression of
genes that codify antioxidant enzymes can suffer alterations by means of adverse
ambient conditions. Thus, in the second chapter, the alterations in the specific activity

of some antioxidative enzymes were investigated in cells of coffee in suspension in
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relation to several abiotc stress conditions. The results were confronted with the
occurrence of identical sequences of ESTs of coffee (Genome project Coffee) taken
from “Northen electronic”. Different responses were observed in relation to the
activities of antioxidative enzymes in cells of coffee in suspension depending on the
type of abiotc stress abiotic applied. However, the use of cells in suspension can be
validated as a model for the study of the effect of abiotic stress on the antioxidative

system of defense in coffee.
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Capitulo 1

ALANTOINA NA NUTRICAO NITROGENADA DE

CELULAS DE CAFE EM SUSPENSAO



1. INTRODUCAO

1.1. Nutricao nitrogenada de plantas

Em muitos solos, o nitrogénio (N) é um fator limitante para o desenvolvimento
das plantas, sendo considerado, apdés a deficiéncia de agua, um dos principais
fatores que controlam o crescimento e a produtividade das plantas. Na agricultura,
nitrato e amonia, sdo fontes de N inorganico, predominantemente necessarias para a
nutricao das culturas (Von Wirén et al., 2000).

A presenca de N orgénico nos solos € uma alternativa a usual forma
inorganica de nutricdo das plantas (Nasholm & Persson, 2001). Em particular,
quando a concentracao de N inorganico na solucao do solo fica muito baixa e, sob
estas condicdes o N organico, na forma de aminoacidos, pode constituir-se na maior
fonte de N absorvido pelas raizes (Hartung & Rarcliffe, 2002). Este processo é um
importante fator para a nutricdo nitrogenada de plantas de habitats montanhosos e
de regides articas (Chapin et al., 1993; Kielland, 1994; Lipson & Monson, 1998; Raab
et al,, 1999), como também em plantas de regides quentes (Schimidt & Stewart,
1997) e em pastagens (Falkengren-Grerup et al., 2000).

Muitos solos contém um amplo espectro de compostos orgéanicos, incluindo
aminoacidos, acucares aminados, e heterociclicos nitrogenados (Schulten &
Schnitzer, 1998). Em termos orgénicos uma molécula heterociclica tem o anel de
atomos de carbono com um ou mais atomos de oxigénio ou de N. A caracteristica
identificadora do anel heterociclico nitrogenado seria, entdo, o atomo de N

substituindo um de carbono.



Um grupo de heterociclicos nitrogenados, as nucleobases, é majoritariamente
produzido durante a degradacdo da matéria organica ou a partir da excrecédo de
animais, podendo representar uma fonte alternativa de N e de baixo custo a
agricultura (Desimone et al., 2002).

Estima-se que heterociclicos nitrogenados (incluindo purinas e pirimidinas)
representam cerca de 35% do N reduzido nos solos (Schulten & Schnitzer, 1998).
Deste modo, é fundamental estudar a relevancia dos compostos organicos, entre
eles os heterociclicos nitrogenados, na nutricdo de plantas.

Desimone et al. (2002) demostraram que heterociclicos nitrogenados, como a
alantoina (ALN), podem servir como fonte alternativa de N em plantas que nao fixam
No. Os autores utilizaram sementes de Arabidopsis thaliana em meio MS (Murashige
& Skoog, 1962), suplementado com alantoina (ALN) ou com NH4NO3, sendo que na
presenca de ALN houve germinagédo das sementes e desenvolvimento de plantulas,
mas estas exibiam determinadas caracteristicas fenotipicas, como pequeno porte e
raizes alongadas.

A importancia de ureideos como fonte de N tem sido demostrada em algas e
leveduras. Bastante anterior ao trabalho de Desimone et al. (2002) com Arabidopsis
thaliana, Antia et al. (1980) observaram que os ureideos excretados por animais e
zooplanctons s&o importantes fontes de N em algas. Adenina, guanina, 4cido Urico,
hipoxantina, xantina, (Pineda & Cardenas, 1996) e alantoina (Piedras et al., 1998),
sdo boas fontes de N para o crescimento de algas, como Chlamydomonas.
Leveduras, como Saccharomyces cerevisiae, acumulam e usam alantoina como
fonte de N (Chisholm et al., 1987). Desta forma, ha um numero muito maior de

trabalhos sobre a importancia dos ureideos como fonte de nitrogénio em algas e



leveduras e um numero mais restrito para plantas vasculares, principalmente aquelas

nao fixadoras de No.

1.2. Ureideos

Os trés compostos baseados na estrutura da uréia que ocorrem em varias
espécies de plantas sdo os ureideos: ALN, ALA (Figura 1) e citrulina (CIT) (Lea,
1999). Estes compostos possuem papel essencial na assimilagdo, metabolismo,

transporte e acumulo de N em plantas fixadoras de Ny (Schubert & Boland, 1990).

H
N NH,
H2N\ O \%O O:l ?OOH l|\le
NH | H
| H H  H
H Ve
Alantoina (ALN) Acido alantdico (ALA)

Figura 1. Estrutura dos ureideos mais encontrados em plantas
(Adaptado de Schubert & Boland, 1990).

Em plantas superiores N é transportado a partir de raizes para a parte aérea,
principalmente como NOs’, aminoacidos, amidas e ureideos (Pate, 1973). Alantoina
(ALN) e acido alantéico (ALA) sao utilizados para o transporte de N em uma ampla
variedade de vegetais, principalmente entre as leguminosas que fixam Na.

Alantoina e acido alantéico representam cerca de 50 a 90% do N organico
presente no xilema de plantas leguminosas da tribo Phaseoleae, como feijao, soja e
feijado-de-corda (Lea, 1999). Em quantidades menores sdo encontradas as amidas
asparagina (Asn) e glutamina (Gln). No entanto, no xilema de muitas leguminosas de

clima temperado, bem como em todas as leguminosas nao simbio6ticas e em plantas
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nao leguminosas, as amidas asparagina (Asn) e glutamina (GIn) sdo os principais
constituintes nitrogenados, sendo que baixos niveis de ureideos estdo presentes
nessas especies (Pate & Atkins, 1983).

O uso de ureideos, ao invés de amidas, no transporte de N a partir de raizes
para a parte aérea, via xilema, resulta em maior economia de carbono, uma vez que
a relacao C:N é 1:1, diminuindo o gasto com a assimilacdo de carbono pela planta
(Sprent, 1980; Schubert & Boland, 1990). Esta proposta é consistente com o
aumento da producgéo e transporte de alantoina e acido alantoico sob condi¢gdes em
que o substrato carbono (energia) encontra-se limitante (Polayes & Schubert, 1984).
Além disso, muitas leguminosas, como feijdo, soja e feijao-de-corda, que requerem
alta quantidade de N para a producdao de sementes, usam ureideos como sua
principal forma de transporte, o que sugere uma conservacao de carbono nestas
plantas (Thomas & Schrader, 1981).

A menor solubilidade dos ureideos quando comparados a aminodacidos,
implica na necessidade de um requerimento de agua 2,6 vezes maior para o
transporte de N que a necessaria para transportar quantidades equivalentes de N na
forma de Asn (Sprent, 1980). Deste modo, o uso de ureideos como transportadores
de N pode ser restrito as espécies situadas em regides tropicais e/ou em
determinados nichos ecoldgicos, podendo ser uma desvantagem em espécies de
clima temperado ou em regides aridas, especialmente sob condi¢cdes de estresse,
como baixos teores de agua e de temperatura (Schubert & Boland, 1990).

Esta caracteristica de ter mais atomos de N na molécula parece estar
relacionada a destoxificacdo de NH4" em tecidos radiculares. Plantas nutridas com
sais de amoénio, quando comparadas com aquelas crescidas com nitrato, tém maior

quantidade de ureideos na seiva do xilema e em todos os érgdos da planta, exceto
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nas raizes. Isto sugere que os ureideos podem ser produzidos nas raizes em
resposta a toxicidade da NH4*, e exportados para outras partes da planta (Thomas et
al., 1980).

Muito do conhecimento atual sobre a biossintese de ureideos em plantas foi
tracado por analogia a partir de estudos com animais e microorganismos (Schubert &
Boland, 1990).

A via convencional para a formacdo de ALN e ALA em animais e
microorganismos envolve o catabolismo oxidativo dos nucleotideos da purina, como

indicado no esquema abaixo (Schubert & Boland, 1990).

1 2
Nucleotideos Purina —» purina —» acido urico —» ALN —» ALA

1 = uricase; 2 = alantoinase

Esta hipotese de semelhanca da via em animais e em plantas foi aplicada
pelo fato que as enzimas do catabolismo da purina, uricase (urate:02
oxidoreductase, EC 1.7.3.3) e alantoinase (EC 3.5.2.5), estdo presentes em varias
espécies de plantas superiores.

Alantoina e acido alantéico sao derivados de inosina monofosfato (IMP), a
qual é formada a partir da ribose-5-fosfato (R-5-P), requerendo a entrada de N a

partir de Gin, Asp e glicina (Gly) conforme mostrado na figura 2 (Lea, 1999).




pr Gln, Asp <«— NHY, &
N,
PRPP

Co,

¢ “
rF=-—-=-» Sintese Purina I «— Gly «— Ser
+

IMP

v

Purinas = = = = = = — -1

v

Xantina, hipoxantina

Gln, Gly, Asp )
4 Acido urico
¢ uricase
ALN

¢ alantoinase

ALA

v

————— Glioxilato + uréia S —

Figura 2. Possivel via biossintética de ureideos em plantas superiores. 1)
Degradacéo da purina; 2) Reciclagem do glioxilato. R-5-P = ribose-5-fosfato; PRPP =
fosforibosilpirofosfato; IMP = Inosina monofosfato; ALN (alantoina); ALA (acido
alantoico) (adaptado de Thomas & Schrader, 1981).

A xantina produzida pode ser metabolizada pela enzima xantina
desidrogenase (EC 1.2.1.37), resultando em &cido urico. Posteriormente, &cido urico
sera convertido para alantoina pela enzima uricase. Sob acdo da enzima
alantoinase, alantoina podera entdo ser convertida a acido alantéico (Schubert &

Boland, 1990). Além de ser um produto formado durante a degradacado de

nucleotideos da purina, xantina também é um produto da degradacao de cafeina em



café (Suzuki et al., 1992; Ashihara & Crozier, 1999). Em ambos os casos, acido
arico, alantoina e acido alantéico sao produzidos (Mazzafera, 2004).

A maior parte da produgédo de ureideos € associada com a assimilagdo do
NH," Deste modo, o suplemento de GIn e Asp ndo é problema em nédulos de
leguminosas, por que o primeiro passo para a assimilacido de NH;" envolve a
formacao de Gin e Glu, por acado das enzimas glutamina sintetase (GS; EC 6.3.1.2) e
glutamato sintetase (GOGAT; EC 1.4.1.13). Além disso, n6dulos contém alto nivel de
aspartato aminotransferase, produzindo Asp, a partir de Glu, e oxaloacetato (Ryan et
al., 1972). Contudo, Gly ndo é uma conseqiiéncia da imediata assimilagdo de NH4",
porém, é produzida a partir de Ser por acdo das enzimas serina hidroximetil
transferase e metilenotetrahidrofolato dehidrogenase, durante a fotorrespiragéo
(Schubert & Boland, 1990).

Schlee & Reinbothe (1963) sugeriram a reciclagem do glioxilato via
degradacao de purina, verificando que em folhas de Pelargonium, o glioxilato foi
reintroduzido na sintese de purina via Gly e, possivelmente, via Ser.

A degradacado de acido alantéico em plantas pode ocorrer por duas vias
distintas. A principal delas é mediada pela enzima alantoato amidoidrolase (EC
3.5.3.9), que converte acido alantdico a ureideoglicina, CO, e NH4*. Ureidoglicina
pode ser desaminada pela enzima ureidoglicina aminohidrolase ou espontaneamente
(ja que é um composto instavel), resultando em ureidoglicolato e NH4". Na segunda
via, acido alantdico é convertida a ureidoglicolato e uréia pela enzima alantoicase
(alantoato amidinohidrolase, EC 3.5.3.4). O ureidoglicolato, resultante das duas vias
formara glioxilato e uréia. O glioxilato pode ser transaminado para Gly. A uréia
formada sera metabolizada a 2NH4 + CO. pela enzima urease (Schubert & Boland,

1990). Urease ndo é essencial para a degradacdo de ureideos via alantoato
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amidoidrolase, uma vez que nesta rota ocorre a liberacao direta de NH4*. Stebbins &

Polacco (1995), estudando plantas de soja urease-negativas, apbiam esta via.

1.3. Glutamina sintetase e a assimilacao do NH;*

O NH4", produto da redugao do nitrato ou da absorcao direta do solo, ou ainda,
derivado da fixacdo simbiética de N, ndo pode ser acumulado nos tecidos. Como
mencionado, o NH4" é téxico para as células vegetais, promovendo a dissociacao
entre a formagao de ATP e o transporte de elétrons na respiracao e na fotossintese.

Logo apds ser formado ou absorvido pelas raizes, o NH4" é assimilado pelas
enzimas GS e GOGAT, através de duas reagdes sequenciais e inter-dependentes,
formando os aminoacidos Gin e Glu, respectivamente (Hirel & Lea, 2001).

Além de representarem a principal via de entrada de N organico proveniente
do ambiente, as enzimas GS/GOGAT também participam da reciclagem do NH4*
gerado em diversos processos metabdlicos, tais como a fotorrespiracao, o “turnover”
de proteinas, o metabolismo de compostos nitrogenados translocados (aminoacidos
e ureideos), reacdes de biossintese envolvendo aminoacidos e a biossintese de
lignina (Lea, 1999).

As moléculas de N incorporadas a GiIn e ao Glu no ciclo GS/GOGAT séao
inicialmente distribuidas através do metabolismo por reagbes de transaminagao,
formando novos aminoacidos necessarios a sintese de proteinas. Como visto
anteriormente, uma vez sintetizada parte da Gin podera também participar da sintese

de outros compostos nitrogenados, como os ureideos (Lea & Ireland, 1999).



Em plantas superiores, a GS é uma enzima chave na assimilacdo de N
inorganico em forma organica (O'Neal & Joy, 1973). Esta enzima possui alta
afinidade para NH4" e esta presente em todos os tecidos da planta.

Dois grupos de isoenzimas da GS foram bem identificadas em plantas
superiores, a GS plastidica e GS citosélica (McNally et al., 1983). Na maioria das
plantas superiores, GS plastidica € predominante em muitos tecidos clorofilados e
esta localizada no estroma do cloroplasto (Botella et al., 1988; Brangeon et al.,
1989), embora em algumas espécies de leguminosas, esta isoenzima também esteja
associada aos plastidios nas raizes (Vézina & Langlois, 1989) ou a nddulos
radiculares (Brangeon et al., 1989). GS citosoélica esta localizada predominantemente
nas raizes, nédulos radiculares (Brangeon et al., 1989; Peat & Tobin, 1996) e em
orgaos florais (Dubois et al., 1996).

Em plantas superiores, as atividades das isoenzimas da GS podem sofrer
importantes variagdes no decorrer do ciclo da planta, dependendo do estadio de
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo dos 6rgaos vegetais. Além disso, varios
estimulos ambientais, como qualidade e quantidade de luz, ou a nutricao
nitrogenada, contribuem para a regulagdao da expressao destas isoenzimas (Hirel &
Lea, 2001).

Evidéncias indicam que a GS estd sempre presente nas plantas, com a
finalidade de metabolizar qualquer NH4* que possa ser produzido. Deste modo ela
evitaria que esse ion acumulasse em niveis toxicos.

A funcdo da GS plastidica parece ser a de assimilar o NH4" liberado na
reducao do NOjz ou durante o processo de fotorrespiragdo (Lea & Ireland, 1999).
Como GS citosdlica é predominante em raizes, é proposto que ela possui um papel

central na assimilacdo de NH,4" a partir da reducdo do NO3 (Oaks & Hirel, 1985). A
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GS citosolica também pode estar envolvida em resposta a estresses bibticos e
abiodticos, uma vez que em varias espécies foi observado que esta isoenzima €
induzida em folhas senescentes (Pérez-Rodriguez & Valpuesta, 1996), por estresse
hidrico (Bauer et al,, 1997) ou apéds infecgdo por patégeno (Pérez-Garcia et al.,

1998).

1.4. Ureideos em Coffea

Consideraveis quantidades de ureideos alantoina e acido alantéico, foram
encontradas em frutos de C. arabica e C. dewevrei, cerca de 0,9 ug/mg, enquanto
em folhas de ambas as espécies o teor foi de 0,3 ng/mg (Vitéria & Mazzafera, 1999).
No entanto, em geral, estas quantidades de ureideos estdo um pouco acima dos
teores encontrados em sementes de soja, ao redor de 0,3 ug/mg (Mosquim & Sodek,
1992), porém menores daqueles determinados em confrei (Symphytum officinalis, 7-
25,5 png/mg em raizes e 1 ug/mg em folhas) (Souza et al., 1991), principalmente se
consideramos a auséncia de nodulagdo nesta planta. A presenca de niveis
enddgenos de ureideos em frutos e folhas de C. arabica e C. dewevrei pode ser uma
consequéncia da reduzida atividade das enzimas alantoinase e alantoato
amidohidrolase em tecidos de café (Vitéria & Mazzafera, 1999).

Nao se sabe qual o papel fisiolégico da acumulacdo de ureideos em C.
arabica, porem Mazzafera & Gongalves (1999) sugeriram que estes compostos
podem ser importantes no transporte de N em plantas desta espécie. Analise da
seiva do xilema em C. arabica revelou que NOjs foi a principal forma de N

transportada, representando mais de 50% do N total identificado, seguido de Asn
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(30,5%) e Gin (6,9%). Enquanto que os teores de &cido alantbico e alantoina
representaram 1,4% e 4,2%, respectivamente, ou seja, 5,6% do total de N
determinado (Mazzafera & Goncalves, 1999).

Em café, alantoina e acido alantdico sao produtos da degradagao de cafeina
(1,3,7-trimetilxantina) (Kalberer, 1965). Deste modo, considerando a estreita relagao
entre 0 metabolismo de cafeina e a formacao de ureideos em café e da consideravel
quantidade de ureideos em frutos e folhas dessas plantas, € possivel que a presenca
destes ureideos na seiva do xilema possa ter origem a partir da degradacédo de

cafeina nas raizes (Mazzafera & Gongalves, 1999).

1.5. Consideracoes sobre o uso de suspensao celular

Na suspenséao celular pode-se obter e proliferar células em meio liquido, sob
condicdo de agitacdo continua, propiciando contato integral com o meio e assim,
evitando possiveis gradientes nutricionais e gasosos no meio de cultura (Cid, 1998).

Independentemente da espécie a ser utilizada, € essencial que as células da
suspensdo se dividam e cresgam ativamente. Deste modo, a suspensao celular de
café pode servir como modelo para diversos estudos, pois possui alta taxa de
multiplicacao celular (Neuenschwander & Baumann, 1992).

A suspensao celular possui ampla aplicabilidade nas &areas de bioquimica,
fisiologia vegetal e genética de plantas, possuindo varias vantagens em relacdo ao
uso de planta inteira, destacando-se dentre elas: condicoes estéreis; facil
manipulacdo; possibilidade de obtencdo de material uniforme, livre de clorofila e
lignificacdo; permite controlar os componentes do meio de cultura de maneira

uniforme e nao sofrer alteragcées do ambiente externo.
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2. OBJETIVO

Estudar o papel da alantoina na nutricdo nitrogenada em café, usando-se

células em suspensao como modelo experimental.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Estabelecimento da suspensao celular de café

Plantas matrizes de Coffea arabica cv. Catuai Vermelho provenientes de
vasos localizados em casa de vegetagcao, foram previamente tratadas com solugao
nutritiva (Hoagland & Arnon, 1938), visando a melhoria da qualidade nutricional dos
explantes foliares. Folhas do 3° e 4° pares foram coletadas e lavadas em &agua
corrente e desinfectadas com solucao de NaOCI (0,4% cloro ativo) em agua (1:3,
v/v), durante 30 min. Em condicOes assépticas, o0 material vegetal foi lavado por trés
vezes em 4gua destilada autoclavada e cortado tipo pente (Figura 3), visando

aumentar a area de contato do explante com o meio de -cultura e,

consequentemente, obter maior quantidade de calos.

Figura 3. Cortes tipo pente, feitos com lamina, em explante foliar de café.

Foi utilizado meio CIM (Neuenschwander & Baumann, 1992) constituido de
sais minerais do meio MS (Murashige & Skoog, 1962), 10 mg/l thiamina-HCI, 100
mg/l inositol, 30 g/l sacarose, 4 mg/l cinetina e 1 mg/l 2,4-D. Acertou-se o pH 5,8 do
meio com KOH, adicionou-se 8 g/l &gar e o meio foi autoclavado a 121°C, a 1,3 atm,
por 20 minutos.

Apds o preparo dos explantes, estes foram colocados com a face abaxial
voltada para baixo, em frascos de vidro contendo 30 ml de meio CIM, previamente

preparado.
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Foram selecionados os calos que apresentaram coloracdo esbranquicada,
com aspecto fridvel, sendo transferidos para meio liquido CIM apés atingirem um
crescimento adequado, o que demorou cerca de oito a nove semanas. Para a
homogeneizacdo da suspensao celular, a qual demorou cerca de dois meses, 0s
agregados que se formavam eram descartados, sendo selecionados apenas
agregados pequenos de células e com coloracao esbranquicada. A suspenséao foi
multiplicada através de subcultivos semanais. O material ficou sob agitacao
constante de 100 rpm, no escuro € a 25 + 2°C.

Antes de efetuar os tratamentos, as suspensdes celulares foram adaptadas,
por 3 semanas, em meio de cultura CIM sem nenhuma fonte de N.

Para verificar a integridade celular da cultura em suspensao, observou-se a

morfologia das células em de microscopio Optico invertido.

3.2. Inoculacao, tratamentos e coleta das células

Inoculagéo: Cerca de 2 g de massa fresca de células, previamente filtradas e lavadas
em agua destilada autoclavada, foram inoculados em erlenmeyer contendo 30 ml de
meio liquido CIM, diferenciando o tipo de tratamento empregado. O material foi

incubado no escuro, a 25 + 2°C, sob agitacdo constante de 100 rpm.

Tratamentos: Foi utilizado o meio liquido CIM, diferenciando a fonte de N utilizada,

acrescentando-se, ou ndo, um agente inibidor da formacao de alantoina (ALN).
Como fonte de N, utilizou-se os sais do meio MS (NMS) (ver Anexo 1) com, ou

sem, alantoina (ALN), em 3 combinagbes diferentes, de modo que em todos os

tratamentos a quantidade total de N fosse equivalente ao encontrado nesse meio
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MS. Deste modo, as combinacdes foram: (0% ALN + 100% NMS); (25% ALN + 75%
NMS); (100% ALN + 0% NMS). O inibidor utilizado foi o acido oxénico - AOX (Figura

4), que inibe a enzima uricase que converte de acido urico a alantoina (ALN).

@)
N
HOOC\( \’//O N M N\fo
N\n/N OJ\N N

Acido oxonico Acido Urico

Figura 4. Parte sombreada mostra a estrutura analoga do
acido oxénico (AOX) com o 4cido urico.

Deve-se lembrar que em plantas ocorre produgdo enddgena de alantoina
(ALN), e o uso de inibidor torna-se necessario para verificar se o crescimento celular
estd relacionado ao uso de ALN no meio de cultura, ou se ocorre devido ao
aproveitamento enddégeno da ALN produzida pelas células.

Ao todo foram realizados 9 tratamentos, incluindo o controle (tratamento 0%

ALN + 0 mM AOX), conforme mostra a tabela 1.

Coleta das células: Apds 20 dias da inoculacao, periodo final da fase exponencial do
crescimento celular, foi determinada a massa fresca final das células. Para tanto,
removeu-se 0 excesso de meio através da filtracao a vacuo, seguindo-se a pesagem
das células em filtro dmido. Um padréo foi feito com filtro umedecido com agua. As
células e o meio liquido foram guardados a -20°C para realizagcdo posterior das

andlises bioquimicas.
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Tabela 1. Identificacdo dos tratamentos realizados em células de café em
suspensao, mostrando as combinagbes entre % de ALN (Alantoina) e % de NMS (N
presente no sais do meio MS), e a concentracdo de &cido oxénico (AOX) utilizada. A
quantidade total de N foi equivalente ao encontrado no meio MS.

Identificacdo dos tratamentos ALN NMS AOX

(%) (%) (mM)
0% ALN + 0 mM AOX 0 100 0
25% ALN + 0 mM AOX 25 75 0
100 % ALN + 0 mM AOX 100 0 0
0% ALN + 1mM AOX 0 100 1
25% ALN + 1mM AOX 25 75 1
100% ALN + 1mM AOX 100 0 1
0% ALN + 5mM AOX 0 100 5
25% ALN + 5mM AOX 25 75 5
100% ALN + 5mM AOX 100 0 5

3.3. Delineamento experimental

O experimento foi feito num delineamento em blocos casualizados num fatorial
de 3 x 3, sendo trés combinacdes de fonte de N e trés concentracdes de AOX. Cada
repeticdo foi constituida de um erlenmeyer, sendo realizadas sete repeticoes por
tratamento. Aos dados quantitativos obtidos foi aplicada analise de variancia e, nos
casos significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade, utilizando-se o programa Sisvar (Ferreira, 2000).

Nos gréficos obtidos pela andlise estatistica, os quais encontram-se descritos
em Resultados e Discussdo, comparou-se os tratamentos dentro de ALN e AOX de
modo independente (graficos A e B, respectivamente) e a interacdo ALN x AOX

(gréfico C).
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3.4. ExtracOes para determinacoes analiticas

Cerca de 1 g de massa fresca de células foi liofilizado e extraido em 10 ml de
solugdo metanol:cloroformio:dgua (12:5:3, v/v/v), ficando em repouso a 4°C por 24
horas (Bielesk & Turner, 1966). A seguir, foram realizados dois procedimentos
distintos, de acordo com o tipo de andlise pretendida. 1) para andlise em HPLC: uma
fracdo do extrato foi seca em Speed Vac (Savant) e solubilizada em H>O; 2) para
analise de ureideos, NO3s, NHs" e aminoacidos sollveis totais: para cada 4 ml do
extrato, acrescentou-se 1,0 ml de cloroférmio e 1,5 ml de H».O. Aguardou-se a
separacdo de fases por 24 horas (fase superior: metanol e HpO; fase inferior:
cloroférmica) e a fracdo metandlica, contendo os compostos nitrogenados, foi

coletada e seca em Speed Vac, sendo posteriormente solubilizada em H»O.

3.5. Determinacées analiticas

3.5.1. Analises de ureideos, NOs', NH;* e aminoacidos livres solluveis

Os ureideos alantoina e acido alantdico, presentes no meio de cultura e nos
extratos de células, foram determinados segundo o método de Vogels & van der Drift
(1970), tomando-se como base uma curva padrao de solucao de alantoina (ALN). As
dosagens de NOg3™ presente no meio de cultura e nos extratos de células foram feitas
segundo Cataldo et al. (1975), tomando-se como base uma curva padrao de solugéo
de KNOs;. As dosagens de NH;" presente no meio de cultura e nos extratos de
células foram feitas segundo McCullough (1967), tomando-se como base uma curva
padrao de solugcao de (NH4)>SO4. As dosagens de aminoacidos sollUveis livres totais
presentes no meio de cultura e nos extratos de células foram feitas segundo Yemm &

Cocking (1955), utilizando-se como base uma curva padrao de solugéo de Leu.

18



3.5.2. Analise qualitativa de aminoacidos por HPLC

A separacdo e quantificacdo de aminodcidos presentes nos extratos de
células foram feitas por cromatrografia liquida de alto desempenho (HPLC) em
coluna de fase reversa C18 apds derivagdo com OPA, baseado no método descrito
por Jarret et al. (1986). A separacao foi efetuada por meio de um gradiente gerado
com o solvente A (tampao fosfato pH 7,25: 50 mM acetato de sédio, 50 mM fosfato
de sodio, 1,5 ml de HCI 12 N, 20 ml tetrahidrofurano, 20 ml metanol em 1 litro de
volume final) e solvente B (metanol 65 %) com fluxo de 0,8 ml/min. Os compostos
eluindo da coluna foram monitorados por um detector de fluorescéncia operando em
comprimento de onda de excitacdo de 250 nm e comprimento de onda de emissao
de 480 nm. As concentracbes nos extratos foram obtidas por comparacdo com

padrao de aminoacidos com concentragdes conhecidas.

3.5.3. Quantificacao de AOX por HPLC

AOX foi quantificado no meio de cultura por HPLC em coluna de fase reversa
C18, utilizando-se agua como fase mével acetato de soédio 0,5%, no fluxo de 0,8
ml/min. A detecgédo foi feita por detector de UV a 210 nm. As concentragbes foram

determinadas por comparacao com padrao de concentracdo conhecida de AOX.

3.5.4. Analise de nitrogénio total
O N total foi determinado em amostras de 100 mg segundo o método de
Kjeldahl, como descrito por Nelson & Sommers (1973). A quantidade de N na

amostra foi obtida pelo volume gasto de HCI durante a titulacao.
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3.6. Atividade enzimatica da GS e perfil eletroforético de extratos protéicos
Cerca de 1 g de massa fresca de células foi macerado em 2,5 mL de tampao
0,1 M TRIS-HCI pH 7,5, contendo 10 mM MgSQO,4.7H.O, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, 0,8
mM PMSF e PVPP (aproximadamente 10% do peso da amostra), a 4°C. A
suspensao foi centrifugada a 15.000 g por 15 min a 4°C e o precipitado descartado. A
atividade da GS foi medida na presenga de NH>OH, como descrito por O’Neil & Joy
(1973). Uma fracdo do extrato enzimatico foi utilizada para dosagem de proteinas,
usando-se como padrdao albumina de soro bovino (Bradford,1976). Parte do
sobrenadante foi liofilizada, solubilizada em H,O e dessalinizada em mini-colunas
Sephadex G25 - PD-10 (Pharmacia). As proteinas foram eluidas das colunas com
H2O, liofilizadas e solubilizadas em tampao de desnaturacdo (20% SDS, 10%
glicerol, 1 M TRIS, pH 6,8, alguns cristais de azul de bromofenol, 10 mM DTT) e
mantidas em banho-maria fervente por 5 min. Foi aplicado no gel 5 ug de proteina
para cada tratamento. Os perfis protéicos foram obtidos por eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE), utilizando uma concentragédo de
poliacrilamida de 12% no gel de resolucdo e condi¢cdes de corrida de 15 mA/gel

(Laemmli, 1970). As proteinas do gel foram coradas com Coomassie Blue R250.

3.7. Atividade enzimatica da alantoinase

Cerca de 1 g de massa fresca de células foi macerado em 5,0 ml de tampé&o
TRIS-HCI 50 mM pH 7,0, contendo 10 mM EDTA e PVPP (aproximadamente 10% do
peso da amostra) a 4°C. A suspensao foi centrifugada a 15.000 g por 15 min a 4°C e
0 precipitado descartado. Parte do sobrenadante foi desalinizada em mini-colunas

Sephadex G25 - PD-10 (Pharmacia). As proteinas foram eluidas das colunas com
20



tampéo TRIS-HCI 50 mM pH 7,5. O ensaio para a enzima alantoinase foi realizado

segundo Romanov et al. (1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do crescimento em massa fresca das células mostrou que nutricao
exclusiva com ALN praticamente dobrou a quantidade de células em relacdo a
quantidade inicial inoculada (2 g), porém ficou muito aquém do observado no
tratamento com 0% ALN, que aumentou quase seis vezes (Figura 5 A, C).
Aparentemente, ALN ou interferiu ou foi insuficiente para manter o crescimento
celular de células de café (Figura 5 C). A presenca ou auséncia de AOX nao afetou
significativamente o crescimento celular (Figura 5 B).

Visto sé nos tratamentos 25 e 100% ALN, a presenca de AOX no meio parece
nao interferir no crescimento de células, mas o contrario ocorre para 5 mM AOX em

0% ALN (Figura 5 C).
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Figura 5. Massa fresca final (g) das células de café em suspensao nos tratamentos
ALN (A), AOX (B) e na interagdo ALN x AOX (C). Letras minusculas diferentes
indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Tukey (n=7). Massa fresca inicial = 2 g.
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Analisado o tratamento com 0% ALN, observa-se que houve menor
crescimento celular na presengca de 5 mM de AOX (Figura 5 C), o que sugere que a
adicao deste inibidor isoladamente, ou seja, sem o uso de ALN, pode ter ocasionado
danos as células. Esperava-se também um maior crescimento celular no tratamento
com 25% de ALN (Figura 5 C). Portanto, tanto a presenca de ALN como a de AOX
afetou o crescimento de células de café em suspensao.

Como era de se esperar, 0 maior teor de ureideos nas células de café foi
observado no tratamento com 100% ALN, seguido de 25% ALN (Figura 6 A). A
presenca de AOX no meio de cultura acarretou numa tendéncia de diminuicdo do
teor de ureideos nas células, porém ndo se observou uma diferenga significativa

(Figura 6 B).
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Figura 6. Teor de ureideos (umoles.g™') nas células de café em suspensao nos
tratamentos ALN (A), AOX (B) e na interagdo ALN x AOX (C). Letras minusculas
diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Tukey (n=7).
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Verificou-se no tratamento com 100% ALN que com maior concentracao de
AOX no meio de cultura, ocorreu diminuicao do teor de ureideos nas células (Figura
6 C) pelo fato destas células consumirem os ureideos para o seu proprio crescimento
celular.

Em resumo, podemos considerar que ocorreu inibicdo da biossintese
endégena de ureideos (Figura 7) nas concentragdes maiores de AOX, e o
crescimento celular, embora pequeno, foi devido ao uso de ALN presente no meio de

cultura.

Purinas

\

Xantina

Acido trico

% 0%

ALN exdgena # ALN

Figura 7. Biossintese de ureideos enddgeno (seta azul); inibicdo do AOX na
formagéo de ALN enddgena (cruz vermelha). A ALN adicionada no meio de cultura é
indicada pela seta verde.

Andlises bioquimicas de ureideos no meio de cultura no tratamento contendo
somente ALN, mostraram que houve grande consumo (~65%) da ALN presente no
meio (Figura 8 A), a qual deve ter sido requerida para o crescimento celular das
células em suspensao de café. Isto mostra que embora a ALN possa ser prejudicial
para o crescimento das células (Figura 5 C), estas usaram a ALN adicionada no meio
como unica fonte de N para o seu crescimento celular. No entanto, no tratamento
com 25% ALN, o percentual de ALN consumida foi menor, cerca de 44%,

provavelmente pelo fato de que neste tratamento também havia no meio de cultura

75% de NMS (N presente no sais do MS) (Figura 8 A). A presenca de AOX nao
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interferiu significativamente no percentual de ALN consumida no meio de cultura
(Figura 8 B). No entanto, se analisado o tratamento com 25% ALN isoladamente,

verifica-se que a maior concentragdo de AOX acarretou maior consumo de ALN

presente no meio.
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Figura 8. Percentual de ureideos consumidos no meio de cultura na suspensao de
café nos tratamentos ALN (A), AOX (B) e na interagdo ALN x AOX (C). Letras
mindsculas diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Tukey (n=7).

O teor de AOX no meio de cultura reduziu durante o experimento. Nao existe
na literatura nenhum trabalho mostrando que este inibidor de uricase é catabolizado
por células vegetais. Porem, como nao foram feitas determinagdes do seu conteudo
nas células, ndo podemos afirmar que isto tenha ocorrido de fato, ou mesmo que
AOX foi absorvido e imobilizado intracelularmente. Assim, a variacdo sera tratada

apenas como reducao de AOX.
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Observou-se que ALN néo interfere na reducdo de AOX no meio de cultura
(Figura 9 A). Andlise bioquimica de AOX no meio de cultura, mostrou que na
concentracdo de 1 mM houve redugédo de aproximadamente 13% do AOX, enquanto
que, curiosamente, na concentragdo de 5 mM verificou-se grande reducdo em todos

os tratamentos (Figura 9 B, C).
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Figura 9. Percentual de redugcdao de AOX no meio de cultura na suspensao de café
nos tratamentos ALN (A), AOX (B) e na interacdo ALN x AOX (C). Letras minusculas
diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Tukey (n=7).

ALN também interferiu no teor de NH;" presente no meio de cultura (Figura
10). O meio MS tem em sua constituicio KNOs; e NHsNOj, sendo que a
concentracdo de NH4" é de 371 pg/ml. Assim, o meio 0% ALN tem este teor de NH,4*

e 0 meio 25% ALN tem 278,3 ug/ml. Assim, exceto o meio 0% ALN /5 mM AOX, em

todos os outros pouco NH,4" foi detectado (Figura 10 C).
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E interessante notar que no tratamento com 25% ALN, que também possui
75% de N do meio MS, os valores encontrados do teor de NH," no meio de cultura
ndo diferiram significativamente com os dados verificados com 100% ALN, que nao
tinha N inorganico (Figura 10 A). Esperava-se que o teor de NH4" encontrado no
tratamento com 25% ALN deveria estar mais proximo ao teor verificado com 0%
ALN. O desaparecimento de NH4" do meio poderia estar associado a uma maior
atividade especifica de GS (Figura 12), uma vez que esta enzima tem a finalidade de
metabolizar qualquer NH4* que possa ser produzido, evitando que se acumule em
niveis toxicos (Ortega, 1996).

Verificou-se que 5 mM de AOX aumentou o teor de NH4" tanto no meio de
cultura, como nas células no tratamento com 0% ALN (Figuras 10 C e 11 C), mas
nao foi acompanhado por aumento de GS (Figura 12 C). Por outro lado, nos
tratamentos 25 e 100% ALN, o teor de NH4" € baixo nos meios e nas células (Figuras
10 e 11), mas o aumento de GS ocorreu sé na presenca de 5 mM AOX (Figura 12
C). Este aumento é particularmente interessante, pois poderia estar indicando que
com a inibicdo de uricase, ALN estaria sendo degradada e gerando NH," para a
atividade de GS. O alto valor de NH4" no tratamento 0% ALN / 5 mM AOX poderia
ser, ao contrario de pouca incorporagcao, aumento da producao celular, havendo sua
liberacdo no meio de cultura. A pouca atividade de GS poderia estar relacionada a
um estresse imposto, ja que células desse tratamento cresceram pouco (Figura 5 C).

Assim, poderia ser especulado um efeito inibitério do 5 mM AOX sobre GS no
meio sem ALN. Por outro lado, a combinacao 25% ALN / 5 mM AOX e em menor
escala 100% ALN, apresentaram maior atividade de GS e baixo teor de NH4"
indicando a possibilidade de um efeito sinergistico. A alta atividade, portanto,

refletiria em menos NH,4* livre.

27



504 @ A B
40 -
30

20 -

NH4" (g . mI'")

10 A b

0 25 100 0 1
% ALN AOX (mM)

140 2
0% ALN

120

100

: 25% ALN
|
|
80 | :
|
|
|
|

100% ALN
C

60
40 -
20 4

NH4* (g . ml™)

Figura 10. Teor de NH,* (ug.mI™") no meio de cultura na suspenséo de café nos
tratamentos ALN (A), AOX (B) e na interagdo ALN x AOX (C). Letras minusculas
diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Tukey (n=7).
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Figura 11. Teor de NH4s* (ug.g™') nas células de café em suspensao nos tratamentos
ALN (A), AOX (B) e na interagcao ALN x AOX (C). Letras minusculas diferentes
indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Tukey (n=7).

28



Em plantas superiores, a GS é uma enzima chave na assimilacdo de N
inorganico em forma organica (Lea, 1999). Esta enzima possui alta afinidade por
NH4" e esta presente em todos os tecidos das plantas.

As enzimas GS e GOGAT também participam da reciclagem do NH4" gerado
em diversos processos metabdlicos, tais como a fotorrespiracdo, o “turnover’ de
proteinas, o metabolismo de compostos nitrogenados translocados (aminoacidos e
ureideos), reducdo do NOgs’, reacdes de biossintese envolvendo aminoacidos e a

biossintese de lignina (Lea, 1999) (Figura 13).
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Figura 12. Atividade especifica da GS (nmoles y - glutamilhidroxamato.ug prot™.h™)
nas células de café em suspensao nos tratamentos ALN (A), AOX (B) e na interacao
ALN x AOX (C). Letras minusculas diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo
teste de Tukey (n=7).
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Figura 13. Assimilacdo de NH4s em plantas superiores via ciclo GS/GOGAT
(adaptado de Lea, 1999).

A luz exerce efeito positivo sobre a expressao dos genes que codificam as
enzimas GS e GOGAT (Hirel & Lea, 2001). Assim, como a cultura de células em
suspensao de café foi mantida no escuro, poderia ocorrer menor atividade de GS.
Entretanto, devido a suplementacdo de sacarose no meio, a disponibilidade de
carbono celular exerce efeito regulador sobre os genes da assimilagdo de N. Este
fenbmeno é reflexo da interacdo entre os metabolismos de carbono e N nas plantas.

Analise comparativa da atividade da GS em células em suspensao de soja,
nutridas com NH4/NO3; ou com ALN, revelou uma alta atividade da GS (cerca de 3,4
nmoles y - glutamilhidroxamato . pg prot™. h™') em ambos os casos, possivelmente
como uma adaptagéo ao alto nivel de NH4* no meio contendo sais inorganicos, em
contraste com baixo nivel NHs" mantidas em meio com ALN (Stahlhut & Widholm,
1989). Entretanto, estes valores foram menores do que o0s observados nos
tratamentos realizados em células de café em suspensao (Figura 12).

Perfis protéicos dos extratos preparados para a dosagem de GS foram obtidos

por SDS-PAGE, mas ndo mostraram diferencas entre os tratamentos (Figura 14).
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Figura 14. Perfil eletroforético de extratos protéicos nos diferentes tratamentos
realizados em células em suspensao de café.

A Figura 15 mostra que o teor de proteinas, determinado nos extratos obtidos
para dosagem de GS, foi menor nos tratamentos com ALN, confirmando a pequena
incorporagdo desse ureideo nas células. Porém, mostra também que nos
tratamentos sem ALN, as células que receberam AOX tiveram menos proteinas,
embora néo diferente significativamente, indicando que o inibidor pode, em parte, ter
interferido com a biossintese de proteinas, mas também, provocado maior
degradacao, justificando o aumento de NH4* observado para o tratamento 0% ALN /
5 mM AOX (Figuras 10 e 11).

Trabalhos analisando ALN e ALA como fontes de N em cotilédones imaturos
de soja cultivados in vitro mostraram que estes ureideos foram fontes pobres de N
para a sintese de proteinas de reserva (Coker & Schaefer, 1985; Haga & Sodek,
1987; Tonin, 1988). Segundo Coker & Schaefer (1985), isto pode ocorrer,
provavelmente, pelos baixos niveis de atividade da GS ou pelo fato de que o Glu

produzido foi insuficiente como substrato de assimilacdo de NH4*. Deste modo, o
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NH4" liberado pela degradacao dos ureideos nao foi bem incorporado em proteinas

de reserva.
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Figura 15. Proteina solivel (mg.g”' massa fresca) determinada nos extratos obtidos
para dosagem da enzima GS nos tratamentos ALN (A), AOX (B) e na interacdo ALN
x AOX (C). Letras minusculas diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de
Tukey (n=7).

Coker & Schaefer (1985) demonstraram, utilizando ALN marcada, que quando
usada como unica fonte de N, cerca de 50% do NH4 marcado foi recuperado no meio
de cultura. Assim, segundo estes autores, 0 menor crescimento dos cotilédones in
vitro na presenga de ALN como unica fonte de N ocorreu devido ao elevado teor de
NH,* e a incapacidade dos cotilédones em acumular N. Outro fator pode estar
relacionado com a baixa taxa de absorcdo dos ureideos pelo cotilédone in vitro
(Rainbird et al., 1984).

Porém, Tonin (1988) discorda da proposta de Coker & Schaefer (1985). Esta
autora constatou atividades crescentes de GS em cotilédones imaturos de soja

mantidos in vitro, independente da fonte ser ALN, Asn ou Gin, concluindo que a
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atividade da GS foi mais que suficiente para processar todo o N necessario ao
acumulo de proteinas, porém, o menor aproveitamento de ALN pode significar que
os processos de transformacao deste composto em NH4" sdo menos eficientes que
os de Asn e Gin.

Em cultura de células de algas Chlamydomonas reinhardtii foi detectada a
atividade da alantoinase, independente da fonte de N utilizada (N inorganico ou
ureideos). Neste caso, foi observado que a atividade da alantoinase aumentava a
medida que as células consumiam ALN presente no meio (Piedras et al., 1998).

Em todos os tratamentos realizados em células de café em suspensao nao foi
detectada a atividade da enzima alantoinase, provavelmente devido a instabilidade
da mesma (dados ndao mostrados), como verificado por Vitéria & Mazzafera (1999)
com frutos e folhas de café. No entanto, alguns agentes redutores, tal como cisteina,
podem causar inibicdo da alantoinase (Schubert & Boland, 1990), justificando a falta
de atividade desta enzima, ja que foi adicionada cisteina ao meio de cultura de
células em suspensao de café.

Entretanto, Stahlhut & Widholm (1989), trabalhando com células em
suspensdo de soja, verificaram que a atividade de alantoinase foi similar em meio
contendo ALN, NH4* ou NO3 como fontes de N. Tonin (1988) observou que qualquer
deficiéncia que possa existir no metabolismo de ALN, n&o interfere na alta atividade
da alantoinase em cotilédone imaturo de soja.

Além de NH4", o0 meio MS também possui NO3', sendo sua concentracao de
2.446 pg/ml. Da mesma forma que o observado com NH," (Figura 10 C), o
tratamento 0% ALN / 5 mM AOX também apresentou grande quantidade de NO3 no

meio de cultura (Figura 16 C). Para NH4" sugerimos que neste tratamento poderia
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estar havendo toxicidade e assim aumento da producdo. Para o NOs’, poderia estar

ocorrendo baixa absorgao.
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Figura 16. Teor de NO3 (ug.ml™') no meio de cultura na suspensao de café nos

tratamentos ALN (A), AOX (B) e na interagdo ALN x AOX (C). Letras minusculas
diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Tukey (n=7).
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Figura 17. Teor de NOs (mg.g™") nas células de café em suspensdo nos tratamentos
ALN (A), AOX (B) e na interacdo ALN x AOX (C). Letras minusculas diferentes
indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Tukey (n=7).
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Um fato curioso é a presenca de NOj3 nas células crescidas com 100% ALN
(Figuras 17 A, C). Ainda que elas tenham sido cultivadas por trés semanas em meio
sem qualquer forma de N, aparentemente néo foi suficiente para exaurir o “pool” de
NOj3" intracelular. Exceto uma tendéncia de niveis mais elevados em 1 mM AOX nos
tratamentos com ALN, nao se observou alteracdes significativas do teor de NO3™ nas
células de café (Figura 17 C).

O NH4" produzido pela redutase do nitrito ou absorvido pelas células é
incorporado em aminoacidos por agao de GS.

A andlise do teor de aminoacidos livres mostrou que com ALN houve menor
quantidade de aminoacidos presentes no meio de cultura (Figura 18 A, C). Com ALN,
a presenga de AOX parece nao ter interferido com o teor de aminoacidos no meio de
cultura (Figura 18 C). Por outro lado, na auséncia de ALN houve clara evidéncia de
AOX levando ao aumento de aminoacidos no meio (Figura 18 C). Portanto, a
hipdtese de que AOX poderia estar sendo um fator estressante justificaria o
extravasamento de aminoacidos do interior celular. Entretanto, ao contrario do que
seria esperado, o teor celular de aminodacidos nas células em suspensao de café
crescidas sem ALN foi semelhante, independente da presenca de AOX (Figura 19
C). O teor celular nao foi diferente em 25 e 100% ALN, mas bastante menor que no
tratamento sem o ureideo (Figura 19 C). O menor teor de aminoacidos nas células
em suspensao de café nutridas com ALN pode estar relacionado simplesmente com

a reduzida taxa de crescimento, 0 mesmo observado por Tonin (1988).
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Observou-se também que as quantidades de N total nas células crescidas

com ALN foram menores do que sem ALN e que ndo houve efeito de AOX (Figura

20).
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Figura 20. Quantidade de N total (g.Kg™") nas células de café em suspensao nos
tratamentos ALN (A), AOX (B) e na interacao ALN x AOX (C). Letras minusculas
diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Tukey (n=7).

As analises da composicao de aminoacidos (% mol) mostraram que, na
auséncia de AOX, as células dos tratamentos com 25 e 100% ALN tinham mais Asp,
Glu e Ser que as de 0% ALN (Figura 21). Por outro lado, Asn e GIn eram menores
nestes tratamentos, contra teores elevados no tratamento sem ALN. Gly apresentou
tendéncia de aumento nos meios com alantoina. Os aminoacidos Glu, Asp, Gin e

Asn atuam como importantes carreadores de N em plantas, tendo um papel

fundamental na exportacao e distribuicao de N.
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A adicao de AOX no meio sem ALN levou a reducdo dos aminoacidos Asp,
Glu, Asn e Gin, principalmente em 5 mM, indicando novamente algum tipo de
estresse. Porém nos tratamentos com ALN, apenas houve reducdo de Asp e Glu,
sendo bastante pronunciada neste ultimo aminoacido. Independente da presenca de
AOX, o percentual do aminoacido Ser sempre foi mais alta nos tratamentos com ALN
(Figura 21).

Gly e Ser sao metabdlitos intermediarios da fotorrespiragcao e ndo um produto
final desta via, mas as quantidades observadas aqui ndo poderiam ser justificadas
por esta via metabdlica porque os frascos permaneceram constantemente no escuro,
envoltos por papel aluminio. Porém, o glioxilato formado através do catabolismo de

ureideos pode ser transaminado para a formacao de Gly (Walton & Woolhouse,

1986).
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Figura 21. Composicao de aminoacidos (% mol) em células de café em suspensao.
Barras = Desvio padrao (n=6).
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Observamos que ALN favorece o aumento de Ser em células em suspensao
de café (Figura 21), o que pode estar relacionado com o fato que plantas produtoras
de ureideos possuirem elevado nivel de Ser e Gly (Schubert & Boland, 1990),
decorrente da transaminacao do glioxilato.

A presenca de NO3 no meio de cultura pode reduzir a biossintese de ureideos
e aumentar a biossintese de Asn (Schubert & Boland, 1990) o que pode justificar a
maior quantidade de Asn no meio com 0% ALN (Figura 21), o qual possui NO3 na
sua formulacdo. Da mesma forma, as células do tratamento 0% ALN / 5 mM AOX,
que aparentemente ndo absorveram eficientemente o NO3s do meio (Figura 15 C),
apresentaram o menor conteudo de Asn.

Observou-se que no mesmo tratamento (0% ALN /5 mM AOX) houve grande
acumulo de NH4" nas células e no meio de cultura (Figuras 10 C e 11 C). Isto pode
estar relacionado a quebra de Asn por acdo da asparaginase, reagao que libera NH4*
(Lea, 1999).

ALA e ALN aparecem na via catalitica de cafeina, mas ndo se sabe sua real
contribuicao para a economia de N em plantas. Varias pesquisas tém indicado que o
N da molécula de cafeina ndo tem importancia para a economia de N na planta de
café, apesar de que este alcaldéide pode acumular até mais de 1% em sementes
dessa planta (Mazzafera et al., 1996).

O teor de cafeina no meio de cultura mostrou-se maior para 0s meios sem
ALN (Figura 22 A), sendo que houve diferencas marcantes em funcédo da presenca
de AOX (Figura 22 C). Enquanto 1 mM provocou um ligeiro aumento, a 5 mM houve
reducdo drastica, indicando novamente algum tipo de estresse no tratamento 0%
ALN /5 mM AOX. No entanto, analisando apenas o tratamento AOX, verifica-se um

aumento do teor de cafeina no meio na concentragdo de 1mM, ndao havendo
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diferengca nas demais concentragdes (Figura 22 B). Nos meios com ALN n&o houve
variagao no teor de cafeina em funcdo de AOX ou muito menos entre a quantidade
de ALN no meio (Figura 22 A,C). Isto € curioso, pois indica que mesmo com 75% do
N na forma de sais de MS, cafeina ndo acompanhou o aumento observado no

tratamento sem ALN, ou seja, com 100% de NMS.

— 59 a A | B
S
-
g a
© 3
K=
o
g 21 b
° b
T 1 b b
3
2 0
0 25 100 0 1 5
% ALN AOX (MM)
10 0% AN 25% ALN 100% ALN
a C
8 -

Teor de cafeina (xg . ml™)

AOX (mM)

Figura 22. Teor de cafeina (ug.ml™") no meio de cultura na suspenséo de café nos
tratamentos ALN (A), AOX (B) e na interagdo ALN x AOX (C). Letras minusculas
diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Tukey (n=7).

Cafeina é facilmente liberada no meio de cultura (Sartor & Mazzafera, 2000) e
0 aumento do seu teor nas células no tratamento 25% ALN (Figura 23 A) nao refletiu
o0 aumento no meio de cultura (Figura 22 A). O maior teor de cafeina nas células foi
observado no tratamento com 25% ALN, sendo os valores bastante reduzidos no 0%

e 100% ALN (Figura 23 C). Isto poderia indicar que no tratamento com 25 % ALN a

cafeina teria ficado retida nas células, ndo sendo liberada para o meio de cultura, e
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consequentemente, prejudicado o crescimento celular como visto anteriormente
(Figura 5 C). Também deve ser notado que a variagdo de cafeina no meio de cultura

acompanha os dados de acumulo de massa das células (Figura 5).
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Figura 23. Teor de cafeina (ug.g”') nas células de café em suspensdo nos
tratamentos ALN (A), AOX (B) e na interagdo ALN x AOX (C). Letras minusculas
diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Tukey (n=7).

A via biossintética de cafeina tem como principal precursor adenina, tendo
como intermediarios inosina monofosfato e xantosina monofosfato. Esta ultima é
convertida a xantosina e depois a 7-metilxantosina. Em seguida, ap6s a perda do
ribosideo forma-se 7-metilxantina e, com duas metilacdes seguidas sdo formadas
teobromina (3,7-dimetilxantina) e cafeina (1,3,7-trimetilxantina). Acredita-se que a
biossintese de cafeina acompanha as varia¢gdes do metabolismo de N em plantas, ou

seja, a medida que aumenta o teor de N existe aumento também do alcalbide
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(Mazzafera et al., 1996). Por outro lado, isto parece refletir maior atividade génica,
pois a adenina para a biossintese de cafeina parece vir do pool de recuperagéao da
reciclagem de RNA, fato este que explicaria 0 aumento desse alcaldide em plantas
sob algum tipo de estresse (Guerreiro Filho e Mazzafera, 2000). Assim, ndo parece
haver biossintese especifica de nucleotideos para a formacao de cafeina. Gln e Asp
sdo os doadores de N na biossintese de adenosina e guanosina monofosfato em
plantas, precursores primarios de cafeina (Sugiura & Takeda, 2000), e ndo houve

relacdo entre os teores do alcalbide e os desses aminoacidos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo deste trabalho foi verificar o papel de ALN na nutricdo nitrogenada
em café, uma vez que esta planta acumula este ureideo e ALA como produtos
oriundos da degradacao de cafeina. Sendo cafeina um alcaléide encontrado em
significativa quantidade em sementes de café (~1,2%) e também em folhas novas
(~4% - Frischknecht & Baumann, 1985) esta contribuicdo poderia ser importante.
Foram utilizadas células de café em suspensdo como modelo experimental.

Apesar de absorvida pelas células, ALN contribui menos para o crescimento
celular. Em todas as andlises efetuadas ficou evidente a incapacidade das células
em adaptarem seu metabolismo a esta fonte de N. Assim, parece que por si s6, ALN
provocou algum tipo de desbalango metabdlico. AOX foi usado como ferramenta na
inibicdo de uricase, a enzima que produz ALN a partir de &cido Urico, mas mostrou-
se téxico na auséncia de ALN. Porém, em alguns casos com ALN no meio de cultivo,
parece ter ocorrido algum tipo de interacdo entre inibidor e ureideo, mudando o
metabolismo de maneira bastante diferente ao observado com o inibidor, mas sem
ALN no meio. Isto talvez esteja relacionado com o fato de AOX ter diminuido
bastante no meio de cultivo, porém, como nao foi analisado o seu teor nas células
nao podemos inferir que tenha sido degradado de fato.

Apesar dos nossos dados indicarem que ALN tem papel pouco importante na
economia de N em células de café, ndo podemos excluir esta hipbtese totalmente.
Ensaios mais detalhados com uso de isétopos marcados permitiriam verificar
precisamente a incorporacao do N de ALN em compostos nitrogenados das células.
Desta forma, de alguma maneira o N proveniente de cafeina poderia estar sendo

reciclado em café.
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Capitulo 2

ESTRESSES ABIOTICOS E ENZIMAS
ANTIOXIDATIVAS EM CELULAS DE CAFE

EM SUSPENSAO
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1. INTRODUCAO

Mudangas nas condicbes ambientais, como temperaturas extremas,
intensidade luminosa, salinidade, metais pesados, seca, infeccao por patdégenos, etc,
podem conduzir ao estresse oxidativo com prejuizos as células vegetais (Prasad et
al., 1994; Sgherri & Nawari-1zzo, 1995; Alscher et al., 1997; Vitéria et al., 2001).

Um aspecto comum a todas essas condi¢cdes de estresse é o aumento da
producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio), com o concomitante aumento de
substancias e enzimas antioxidantes (Alscher et al., 1997), sugerindo que o sistema
de defesa antioxidativo possui um papel fundamental na aquisicdo de tolerancia das
plantas (Vitéria et al., 2001). A possivel funcao desta resposta pode incluir uma
protecdo ao aparato fotossintético, preservacao da integridade de membranas e
protecao de DNA e proteinas (Alscher et al., 1997).

Assim, a inducdo de enzimas antioxidativas pode ser um reflexo de uma
estratégia importante para superar os estresses oxidativos impostos pelas condicoes
adversas do ambiente (Foyer et al., 1997).

A maioria das ROS é produto do metabolismo regular das células como, por
exemplo, a fotorrespiracao produzindo H>O; nos peroxisomos. Porém, ROS também
podem ser produzidas através da ruptura do sistema de transporte de elétrons
durante condi¢des de estresses (Dat et al., 2000; Van Breusegem et al., 2001).

Sob condicbes moderadas de estresses, os radicais sao removidos
eficientemente pelo sistema de defesa antioxidativo. Contudo, durante periodos de
estresse mais severo, o sistema de remogao pode estar saturado pelo préprio
aumento da producao de radicais. Excessivos niveis de ROS resultam em danos ao

aparato fotossintético, conduzindo a morte de células e a clorose nas folhas (Van
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Breusegem et al., 2001), a destruicao de lipidios, de acidos nucléicos e de proteinas
(Foyer et al., 1997).

A importancia do sistema antioxidativo foi demonstrada pela superprodugao de
varios removedores de ROS em diferentes plantas transgénicas, proporcionando
protecdo contra o estresse oxidativo. Ao mesmo tempo, ROS também podem ser
usadas em beneficio da planta, tendo papel importante na ativacdo de mecanismos
de protecao durante estresses abioticos e bidticos. Essa dualidade somente pode ser
obtida quando os niveis de ROS nas células sdo completamente controlados, tanto
em termos de producéo como de consumo (Van Breusegem et al., 2001).

Os contetdos de ROS nas células (H02; '0,, O5":0-H*,0H") sdo controlados
pelo sistema de defesa antioxidativo que inclui varias enzimas tais como; ascorbato
peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), superoxido dismutase (SOD, EC 1.15..1.1),
glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e enzimas
relacionadas com a sintese de glutationa, além de compostos ndo enzimaticos tais
como ascorbato (vitamina C), carotendides, glutationa reduzida (GSH) e tocoferol
(vitamina E) (Foyer et al., 1997; Nunez et al., 2003).

SODs sao consideradas enzimas importantes dentro do sistema de defesa
antioxidativo, pois eliminam radical superéxido (O.°) numa reacdo que produz
peréxido de hidrogénio (H202) (Buchanan et al., 2000; Van Breusegem et al.,, 2001)
(Figura 1).

O Hy0O, produzido pode ser eliminado pela CAT ou também pelo ciclo
ascorbato/glutationa, que envolve APX, monohidroascorbato redutase (MDHAR, EC
1.6.5.4) ou dehidroascorbato redutase (DHAR, EC 1.8.5.1) e GR (Figura 1)

(Buchanan et al., 2000).
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Figura 1. Sistema de defesa antioxidativo em plantas. SOD elimina O, numa reagao
que produz H>O, e H>O. CAT converte H2O2 em H>O e Oz HO» também pode ser
eliminado pela enzima APX que produz H>O. Espécies reativas de oxigénio (ROS)
como OH°, 'O, e OzH" sdo eliminadas pela via glutationa. GSSG (glutationa oxidada)
€ reduzida pela GR, requerendo o consumo de NADPH. MDHA
(monodehidroascorbato) forma espontaneamente DHA (dehidroascorbato) que pode
reagir com GSH (glutationa reduzida) para produzir ascorbato e GSSG, numa reacao
catalizada pela DHAR (dehidroascorbato redutase). A regeneracdo de ascorbato
reduzido também pode ser catalisada por MDHAR (monodeidroascorbato redutase).
SOD (superéxido dismutase); CAT (catalase); APX (ascorbato peroxidase) e GR
(glutationa redutase) (Adaptado de Buchanan et al., 2000).

H.O. e O2* sdo téxicos as células vegetais, porém o maior dano é ocasionado
pelo radical hidroxido (OH®), o qual é formado pela combinacédo de H-O. e O>° na
presenca de Fe?* e Fe*, pela reacdo de Haber-Weiss (Van Breusegem et al., 2001).
OH® é muito reativo e pode ocasionar danos letais as células, através da
desnaturacdo de proteinas, mutacdo de DNA e peroxidacdo de lipideos (Van

Breusegem et al., 2001).
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As enzimas antioxidativas ndo estado distribuidas uniformemente na célula,
uma vez que o sistema de defesa encontra-se associado a varios compartimentos
subcelulares especificos (Buchanan et al., 2000).

SODs podem estar presentes na maioria dos compartimentos subcelulares
como, cloroplasto, citosol, mitocéndria e peroxisomos na forma de isoenzimas
(Buchanan et al., 2000). A isoenzima SOD Cu/Zn, localiza-se no peroxisomos, citosol
e cloroplasto, enquanto a SOD Mn, situa-se na mitocdndria e peroxisomos € a SOD
Fe apenas no cloroplasto. GR pode estar localizada no cloroplasto, citoplasma e
mitocdndria de plantas superiores (Stevens et al., 1997) e APX encontra-se
localizada no citosol e cloroplasto. Em contraste, CAT encontra-se apenas no
peroxissomo (Buchanan et al, 2000), porém ¢ muito importante para a
destoxificacdo de ROS durante condi¢coes de estresses. Estresse oxidativo causa
proliferacdo de peroxisomos (Lopez-Huertas et al., 2000).

A atividade e expressao de genes que codificam enzimas antioxidativas
podem sofrer alteracdes mediante condicbes ambientais desfavoraveis. Assim, neste
trabalho, foram investigadas as alteracbes na atividade especifica de algumas
enzimas antioxidativas em células de café em suspensao mediante varias condi¢coes
de estresse abidtico. Os resultados obtidos foram confrontados com a ocorréncia de
seqléncias homélogas de ESTs de café (projeto Genoma Café) obtidos através de

“Northen eletrénico”.
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2. OBJETIVO

Analisar o efeito de estresses abidticos sobre enzimas antioxidativas em

células de café em suspensao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Estabelecimento da suspensao celular de café

Plantas matrizes de Coffea arabica cv. Catuai Vermelho provenientes de
vasos localizados em casa de vegetagcao, foram previamente tratadas com solugéo
nutritiva (Hoagland & Arnon, 1938), visando a melhoria da qualidade nutricional dos
explantes foliares. Folhas do 3° e 4° pares foram coletadas e lavadas em agua
corrente e desinfectadas com solugdo de NaOCI (0,4% cloro ativo) em agua (1:3),
durante 30 min. Em fluxo laminar, sob condicbes assépticas, o0 material vegetal foi
lavado por trés vezes em agua destilada autoclavada e cortado tipo pente, visando
aumentar a area de contato do explante com o meio de -cultura e,
consequentemente, obter maior quantidade de calos.

Foi utilizado meio CIM (Neuenschwander & Baumann, 1992) constituido de
sais minerais do meio MS (Murashige & Skoog, 1962), 10 mg/l thiamina-HCI, 100
mg/l inositol, 30 g/l sacarose, 4 mg/l cinetina e 1 mg/l 2,4-D. Acertou-se o pH 5,8 do
meio com KOH, adicionou-se 8 g/l &gar e o meio foi autoclavado a 121°C, a 1,3 atm,
por 20 minutos.

Apo6s o preparo dos explantes, estes foram colocados com a face abaxial
voltada para baixo, em frascos de vidro contendo 30 ml de meio CIM, previamente
preparado. As culturas foram mantidas no escuro, na temperatura de 25 + 2°C.

Foram selecionados os calos que apresentaram coloracdo esbranquicada,
com aspecto friavel, sendo transferidos para meio liquido CIM apds atingirem um
crescimento adequado, 0 que demorou cerca de oito a nove semanas. Para a

homogeneizagdo da suspensao celular, a qual demorou cerca de dois meses, 0s
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agregados que se formavam eram descartados, sendo selecionadas apenas
agregados pequenos de células e de coloracdo esbranquicada. A suspenséo foi
multiplicada através de subcultivos semanais. O material ficou sob agitacdo

constante de 100 rpm, no escuro e a 25 + 2°C.

3.2. Inoculacao, tratamentos e coleta das células
Inoculagdo: Cerca de 10 g de massa fresca de células foram inoculados em
erlenmeyer contendo 50 mL de meio liquido CIM, diferenciando o tipo de tratamento

empregado. O material foi incubado no escuro, exceto o tratamento com luz, a 25 +

2°C e sob agitacao constante de 100 rpm.

Tratamentos: Foram utilizados os seguintes tratamentos: estresse salino (NaCl 50
mM), estresse osmatico (PEG 15%), excesso de potassio (100 mM KCl), indugéo por
0,1 uM 24-epibrassinolideo, estresse constante por luz (> 500 umol fétons.m?s™);
estresse por cadmio (1 mM CdCl».H>O) e controle (células mantidas no escuro). 24-
Epibrassinolideo (EBR) foi gentilmente cedido pelo Dr. Marco Anténio Teixeira Zullo,
do Centro de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronémico de Campinas.
Partes das solugbes estoque de EBR e cadmio foram filtradas estéreis (filtro Millex-
GS 022 um estéril) para serem adicionadas nos meios. Os outros tratamentos foram

adicionados diretamente aos meios de cultura antes de serem autoclavados.

Coleta das células: Apos trés dias da inoculagéo os frascos foram vertidos para
remocdo do excesso de meio e as células filiradas e lavadas em agua destilada

autoclavada e colocadas em tubo Falco (50 mL), sendo em seguida submetidas a
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centrifugacdo a 2.000 g por 15 min a 4°C, e o sobrenadante descartado. As células
foram rapidamente colocadas em nitrogénio liquido e guardadas a -70°C. Foram
feitas trés repeticoes de cada tratamento para as andlises enzimaticas.

Alguns dos materiais utilizados para fazerem as bibliotecas do Projeto EST-
Genoma foram células em suspensao, produzidas exatamente como descrito
anteriormente, mas que ao invés de tratamentos Unicos foram combinados.

De modo geral, culturas de células em suspensao respondem rapidamente a
fatores de estresses abidticos em comparagdo com plantas intactas. Deste modo,
nao foi analisado o crescimento celular, mas apenas as altera¢des na coloragédo das

células de café.

3.3. Extracao enzimatica

Amostras de células de café (guardadas a -70°C) foram homogeneizadas em
tampéo 100 mM Na-fosfato, pH 7,0, contendo 5 mM de EDTA, 10 mM DTT, 0,2% de
acido ascorbico e PVPP (aproximadamente 10% do peso da amostra). O material foi
colocado em homogeneizador do tipo Polytron por 2 vezes durante 5 seg cada,
sendo colocados no gelo a cada intervalo. O homogeneizado foi centrifugado por 20
min a 15.000 g a 4°C e 2,5 mL do sobrenadante (extrato bruto) foi filtrado em coluna
Sephadex G25-PD10 (Pharmacia) equilibrada previamente com tampao 25 mM Na-
fosfato, pH 7,5, contendo 10% de glicerol. As proteinas foram eluidas da coluna com
o mesmo tampao de equilibrio e equilibrio e aliquotas de 1,0 ml foram guardadas em

eppendorf e armazenadas a -20°C para andlises enzimaticas posteriores.
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3.4. Determinacao das atividades enzimaticas de SOD, CAT, GR e APX

A atividade total da SOD foi determinada segundo metodologia de
Giannopolitis & Ries (1977), monitorando a atividade pelo aumento da absorbancia a
560 nm por 1 h, com intervalos de leitura de 15 min.

A atividade da CAT foi determinada de acordo com Azevedo et al. (1998). A
atividade da enzima foi monitorada pelo decréscimo da absorbancia a 240 nm por 3
min, com intervalos de leitura de 15 seg, seguindo a decomposicao de HxO,.

A atividade da GR foi determinada segundo Barata et al. (2000), monitorando-
se a atividade enzimdtica pelo decréscimo da absorbancia a 340 nm, por 3 minutos,
com intervalos de leituras de 15 seg.

APX foi determinada segundo Nakano & Asada (1981) com algumas
modificacoes. APX foi analisada em espectrofotdbmetro a 25°C em uma reacao com
tampao 50 mM Na-fosfato (pH 7,0), contendo 0,1 mM de EDTA, 0,1 mM de H20,
(preparada imediatamente antes do uso) e 0,1 mM de &cido ascérbico. A reagéao foi
iniciada apés adigao de 50 ul da amostra e a atividade enzimatica foi monitorada pelo

decréscimo da absorbéancia a 265 nm por 3 min, com intervalos de leituras de 15 s.

3.5. Determinacao de proteinas

As concentragcbes de proteinas nos extratos foram determinadas de acordo

com Bradford (1976), usando reagente pronto da Bio-Rad.
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3.6. Analises estatisticas
Foram utilizadas 3 repeticées por tratamento. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Duncan (DMRT), a 5%

de probabilidade.

3.7. Obtencao dos ESTs do Genoma Café

O seqlienciamento do ESTs de café foi realizado no periodo de fevereiro de
2002 a outubro de 2003, sob a coordenagédo do Consércio Brasileiro de Pesquisa e
Desenvolvimento do Café (CBP&D-Café) e executado pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia e pela Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo (FAPESP), tendo a participacdo da UNICAMP, USP, UNESP, UFV, UFLA,
EPAMIG, INCAPER, IAPAR, IAC. A supervisao técnica do projeto foi do Dr. Luiz

Vieira (IAPAR), do Dr. Carlos Colombo (IAC) e do Dr. Alan C. Andrade (EMBRAPA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividades de enzimas do sistema antioxidativo em células de café em
suspensao

Diferentes respostas foram observadas em relagao as atividades de enzimas
antioxidativas em células de café em suspensdo quando submetidas a estresses
abioticos.

Ap6s o tratamento com Cd, observou-se que as células em suspensao
apresentavam coloracdo marrom-acinzentada, diferentemente da coloragdao branco-
amarelada do controle. Isto ocorreu, provavelmente, devido a oxidacdao das células
de café apo6s tratamento com Cd. Fornazier et al. (2002a) observaram que apos
exposicao a alta concentracao de Cd, calos de Saccharum officinarum apresentavam
coloragao marrom-avermelhada, sugerindo ser o resultado da oxidagao de células ao
metal pesado ou, entdo, devido a formacéo de antocianinas.

As células de café tratadas com Cd apresentaram expressivo aumento da
atividade total da SOD, quando comparadas com o controle (Figura 2), indicando que
o metal pode ter induzido o estresse oxidativo. Como SOD é uma enzima chave na
destoxificacdo de radical superdxido (Van Breusegem et al., 2001), sugere-se que
Cd, promovendo a ativacdo de SOD, diminui o excesso de O)" e,
consequentemente, tenta atenuar o efeito nocivo deste radical as células de café em
suspensao.

Evidéncias indicam que Cd induz estresse oxidativo e, consequentemente,
causa o aumento de ROS (Chaoui et al., 1997), com o concomitante aumento de

enzimas antioxidativas (Schickler & Caspi, 1999; Vitéria et al., 2001).
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Cd pode inibir importantes enzimas de plantas, em particular as enzimas do
Ciclo de Calvin (Van Assche & Clijsters, 1990), levando a diminuicdo ou inibicdo do
crescimento vegetal.

Quando presente em excesso, Cd e outros metais pesados causam um
descontrole de reagdes redox nas células, resultando na formacao de ROS e

peroxidagao de lipidios (Dat et al., 2000).
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Figura 2. Atividade especifica de SOD em células de café em suspenséo. Letras
diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Duncan. Barras = desvio
padrao (n=3).

A presenca de Cd nos solos naturais ocorre, geralmente, em baixa
concentragao, cerca de 0,01 a 30 pg/g. No entanto, solos utilizados para agricultura
podem estar contaminados com Cd, provenientes da fertilizacdo fosfatada e
deposicao de lodo no solo (Wagner, 1993). Deste modo, a concentracdo de 1 mM de
CdCl, utilizada neste experimento pode ser alta em comparacdo as quantidades
presentes em solos contaminados pelo metal pesado, porém, é apropriada para

analisar o que ocorre em termos de tolerancia de plantas ao Cd (Pereira et al., 2002).
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Varios trabalhos usaram alta concentracdo de Cd, como em plantulas de Raphanus
sativus L. (Vitoéria et al., 2001), cultura de calos de S. officinarum L. (Fornazier et al.,
2002a) e em espécies de Thlaspi que acumulam Cd (Lombi et al., 2000).

Fornazier et al (2002a) verificaram que em cultura in vitro, concentracdes de
0,5 e 1 mM de CdCl, causavam inibicdo do crescimento de calos de S. officinarum,
apdés 9 dias de exposicdo ao metal. No entanto, em plantas intactas, foram
necessarias concentracées de 2 e 5 mM de CdCl, para inibicdo do crescimento
(Fornazier et al., 2002b), indicando que calos podem absorver Cd rapidamente em
comparagao a plantas intactas (Fornazier et al., 2002a).

Embora alguns trabalhos relatem aumento da atividade da SOD apés
exposicao ao Cd (Schickler & Caspi, 1999; Vitéria et al., 2001), a maioria mostra que
a atividade da SOD diminui, ou nao sofre alteragao. Em plantulas de S. officinarum
(Fornazier et al., 2002b) e de Glycine max (Ferreira et al., 2002), por exemplo,
embora Cd também possa ter induzido estresse oxidativo, as atividades das
isoenzimas de SOD ndo foram alteradas significativamente. Sugeriu-se que isto
ocorreu porque a atividade da SOD era suficientemente alta para cobrir 0 aumento
da concentracao de ROS.

Cd também favoreceu uma tendéncia de aumento da atividade de CAT em
células de café em suspensdo (Figura 3), porém ndo se observou diferenca
significativa em relagdo ao controle em funcdo do grande desvio observado. No
entanto, este aumento pode ser suficiente para eliminar o excesso de H>O» produzido
pelo estresse oxidativo.

Cultura de calos de S. officinarum expostas a altas concentragdes de CdCl»
(0,5 e 1 mM), também exibiam aumento da atividade da CAT, sendo que o mesmo

nao foi observado quando utilizou-se baixas concentrac¢des (0,01 e 0,1 mM de CdCly)
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(Fornazier et al., 2002a). Estes autores verificaram que CAT foi a principal enzima
antioxidativa na remocéao de H.O., em calos de S. officinarum, diferente do observado
em células de café em suspensdo, na qual observou-se que a enzima SOD possui

um papel significativo na destoxificacdo de ROS apds exposicdo ao Cd (Figura 2).
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Figura 3. Atividade especifica de Catalase em células de café em suspensdao. Letras
diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Duncan. Barras = desvio
padrao (n=3). ND = atividade ndo detectada.

Vitéria et al. (2001) também observaram que Cd induzia o aumento da
atividade da CAT em folhas e raizes de R. sativus, sendo o aumento proporcional a
concentragdo de CdCl,. No entanto, outros trabalhos evidenciaram decréscimo na
atividade da CAT mediante exposicdo ao Cd (Somashekariah et al, 1992,
Bhattacharjee, 1998).

De maneira similar a SOD, estes resultados indicam que a atividade da CAT

pode ser dependente da dose, do tempo de exposicdo ao metal pesado e da espécie

de planta estudada (Fornazier et al., 2002b).
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Neste trabalho, ndo foi detectada atividade da GR no tratamento com Cd
(Figura 4), contrastando com os resultados de outros estudos que verificaram o
aumento da atividade dessa enzima em plantas intactas, ap6s a exposicao ao Cd
(Stroinski et al., 1999; Vitéria et al., 2001). No entanto, outros trabalhos evidenciaram
decréscimo na atividade da GR apdés tratamento com Cd (Gallego et al., 1996, 1999;

Vitéria et al., 2001).
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Figura 4. Atividade especifica da GR em células de café em suspenséo. Letras
diferentes indicam significancia a p<0,05 pelo teste de Duncan. Barras = desvio
padrao (n=3). ND = atividade ndo detectada.

As diferengas encontradas nas atividades de enzimas antioxidantes em varios
trabalhos podem ser explicadas pelo fato que a capacidade antioxidante € muito
dependente da severidade do estresse, como das espécies utilizadas e do estadio de
desenvolvimento da planta (Mittler & Zilinskas, 1994).

Células de café em suspensao apos tratamento com NaCl apresentaram

coloragdo cinza-amarelada diferindo pouco do controle. Observou-se aumento

significativo da atividade total da SOD (Figura 2) e da enzima GR (Figura 4) apés
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tratamento com NaCl em comparacao com o controle. No entanto, nao foi observada
diferenca significativa da atividade da CAT em relagdo ao controle (Figura 3).
Provavelmente, a atividade desta enzima foi suficiente para cobrir o aumento da
concentragdo de ROS produzido pela adicido de NaCl. Por outro lado, alta
concentragdo de ions Na* pode substituir fons Ca®* da membrana e alterar a sua
integridade (Nakamura et al., 1992). Além disso, a atividade da CAT pode ser inibida
por Na?* (Rout & Shaw, 2001).

Gossett et al. (1994, 1996) mostraram que varias enzimas antioxidativas
tinham suas atividades aumentadas em calos de algodao (Gossypium hirsutum L.)
tratados com NaCl. Estes mesmos autores (1994), estudando a atividade de enzimas
antioxidativas em algodao, observaram que as diferencas de tolerancia ao NaCl em
relacao as variedades estudadas foram similares tanto em planta inteira, como em
cultura de calos. Isto suporta o argumento que o mecanismo de tolerancia ao sal
pode estar operando independente da estruturacao celular (Smith & McComb, 1981).
Tanto calos como plantas intactas de algodao apresentaram uma correlagao positiva
entre 0 aumento da atividade antioxidativa e a tolerancia ao sal (Gosset et al., 1994).

Manchandia et al. (1999) examinaram a reposta antioxidativa em calos de
algodao em variedades sensiveis e tolerantes ao sal, submetidas a 250 mM de NaCl,
uma concentracdo bastante elevada, por um periodo de 8 h. Estes autores
verificaram aumento da atividade de enzimas antioxidativas em ambas variedades,
sustentando a evidéncia de que um curto periodo de exposicdo ao estresse salino
pode induzir rapida regulacao do sistema antioxidativo.

A geracao de ROS durante estresse salino € similar ao que ocorre com
estresse hidrico, sendo atribuido, principalmente, ao declinio da fixagao de CO,, o

que leva a uma maior perda de elétrons (Dat et al., 2000).

68



Alta concentracdo de sal diminui o potencial osmoético do solo expondo as
plantas ao deficit hidrico. Além disso, pode haver interacdo do sal com nutrientes
minerais presentes no solo, causando deficiéncia na nutricdo vegetal (Sairam &
Tyagi, 2004). Estresses por deficiéncia hidrica e por salinidade podem afetar
diferentes mecanismos nas plantas, causando estresse osmoético e desbalanco
ibnico e, em adicao, induzir o estresse oxidativo (Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2001).
Como consequéncia, pode ocorrer diminuicdo no crescimento vegetal, afetando a
produtividade da cultura.

Células de café em suspensao apés tratamento com PEG ndo apresentaram
alteracbes na coloracdo das células. Observou-se que 0 estresse osmotico
ocasionado pela adicao de PEG levou ao aumento significativo da atividade da CAT
(Figura 3), porém nao se observou alteragao na atividade total da SOD (Figura 2) em
relacdo ao controle. No entanto, semelhante ao que ocorreu no tratamento com
NaCl, observou-se uma aumento significativo da GR (Figura 4) ap6s adicao de PEG.

O tratamento com PEG em células de café em suspensdo estimulando a
atividade da CAT, sugere a ocorréncia de duas possiveis situacoes. A primeira é
uma evidéncia indireta do aumento da fotorrespiracdo. No entanto, no presente caso,
isto pode nao ter ocorrido, pois as células permaneceram no escuro o tempo todo do
experimento. Outra possibilidade indica uma destoxificagcdo de ROS, uma vez que,
mesmo CAT localizando-se apenas no peroxisomo (Buchanan et al, 2000), é
indispensavel para a destoxificacdo de ROS durante condi¢cdes de estresses. Além
disso, estresse oxidativo causa proliferacdo de peroxisomos (Lopez-Huertas et al.,

2000).
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Estresse hidrico pode alterar o balanco oxidativo das células e a aclimatacao a
seca é geralmente correlacionada com a manutencao de niveis relativamente baixos
de ROS, devido a ativagao do sistema de defesa antioxidante (Dat et al., 2000).

Lima et al. (2002), analisando o efeito do estresse oxidativo em dois clones de
Coffea canephora submetidos a déficit hidrico, verificaram expressivo aumento da
atividade total da SOD, particularmente no clone tolerante a seca (clone 120).
Similar a SOD, aumento na atividade da CAT e APX foi maior no clone tolerante do
que no clone sensivel a seca (Clone 109 A). Também foi observado aumento da
peroxidagdo lipidica no clone sensivel, estimada através da quantificacdo de
malondialdeido (Lima et al., 2002), o que suporta a idéia que o déficit hidrico pode
ocasionar danos a integridade da membrana (Lima et al., 2002; Sairam & Tyagi,
2004).

Células de café em suspensdao apo6s tratamento com potassio (KCI)
apresentaram coloragdo cinza-amarelada, diferindo pouco do controle. Foram
detectadas atividades das enzimas antioxidativas SOD (Figura 2) e CAT (Figura 3)
no tratamento com K, porém, ndo foi observada diferencga significativa em relacao ao
controle. Além disso, neste tratamento nao se detectou atividade da enzima GR
(Figura 4). Estes resultados sugerem que embora o tratamento com K possa ter
induzido o aumento da producdo de ROS, o sistema de defesa antioxidativo das
células de café em suspensao foram suficientes para cobrir um possivel aumento de
radicais.

O nivel de potassio no meio MS (Murashige & Skoog, 1962) é de 20 mM, logo,
o tratamento de 100 mM de KCI representa uma quantidade 5 vezes maior de K
adicionado ao meio de cultura. A finalidade de se tratar células de café em

suspensao com alta concentracdo de K se justifica pelo fato de alguns estudos terem
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indicado que este nutriente mineral poderia conferir maior tolerancia ao frio em
cafeeiros expostos a geadas (Triller et al., 2004).

Baixas temperaturas podem induzir o estresse oxidativo em plantas (Prasad et
al., 1994) e alterar as atividades de enzimas antioxidativas. Lee et al. (2004)
estudando o efeito de baixa temperatura em folhas de Cucumes sativus L.
verificaram alta atividade de SOD, APX e GR, porém CAT teve atividade diminuida.
Takac et al. (2003) também verificaram que a exposicao de raizes e folhas de Zea
mays L. a baixas temperaturas induzia mudangas nas atividades de enzimas
antioxidativas.

Células de café em suspensdo submetidas ao tratamento com luz nao
apresentaram alteragbes na coloragdo e n&o foram detectadas atividades das
enzimas CAT (Figura 3) e GR (Figura 4). No entanto, observou-se um aumento
significativo da atividade total da SOD (Figura 2). Provavelmente, peroxidases
estariam envolvidas na remocao do H>O» produzido.

Muitas plantas superiores submetidas a alta irradiancia sofrem inibicdo da
fotossintese devido a incapacidade dos tecidos clorofilados de dissipar o excesso de
energia radiante, resultando em fotoinibicdo (Osmond, 1981; Long, 1983).

Oliveira (2000) estudou o efeito fisiologico da fotoinibicao em cafeeiro (C.
arabica L.) e verificou que em plantas jovens expostas a densidade de fluxo de
fétons de 2.500 pumol/m®.s, apés tratamento a 10°C, ndo houve grande perda na
eficiéncia quantica do Fotossistema Il em relagdo ao controle (25°C). No entanto, a
capacidade de recuperar plenamente a atividade fotossintética, foi significativamente

menor, caracterizando a ocorréncia da fotoinibi¢ao.
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Ali et al. (2004) investigaram o efeito de diferentes intensidades luminosas sob
atividades de enzimas antioxidativas durante aclimatagdo de plantulas
micropropagadas de Phalaenopsis. Estes autores verificaram que alta intensidade
luminosa (300 umol fétons/m?.s) favoreceu o aumento da atividade da SOD, CAT,
GST, MDHAR e GR em folhas e raizes. Este aumento da SOD e CAT indicou uma
aclimatacdo das plantulas e revelou certa protecdo contra a foto-oxidacédo, que
resultaria em fotoinibicao (Ali et al., 2004). Além disso, a geracao de ROS também foi
verificada pelo aumento da peroxidacédo lipidica (Ali et al, 2004). Varios outros
trabalhos também evidenciaram que alta intensidade luminosa causa danos a
integridade da membrana (Bailly et al., 1996).

O mesmo que foi observado no tratamento com luz, também foi relatado no
tratamento com EBR em células de café em suspensdo, no qual verificou-se um
aumento significativo da atividade da SOD (Figura 2), porém nao foi detectada a
atividades de CAT (Figura 3) e GR (Figura 4) e as células mantiveram uma coloracao
amarelada/esbranquicada do controle. O HO, produzido, provavelmente, poderia
estar sendo eliminado por peroxidases. Deve-se esclarecer aqui que o tratamento
com EBR ndo é um estresse de fato, mas varios trabalhos tém indicado que
brassinosterdides tem a capacidade de ativar enzimas do sistema antioxidativo de
plantas, protegendo-as contra os efeitos deletérios de ROS. Por isto foi incluido nos
tratamentos.

Mazorra & Nufiez (2000) e Mazorra et al. (2002) mostraram que os efeitos de
brassinosterdides e analogos sobre atividade antioxidativa eram dependentes da
concentragcao utilizada na resposta de sementes germinando e plantulas de arroz e

tomate. Nufez et al. (2003) verificaram ainda, que o estadio de desenvolvimento, a
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concentracdo e o tempo de aplicacdo de brassinosterdides sao parametros
importantes para estudar o efeito deste regulador de crescimento nas plantas.

Varios trabalhos mostraram que brassinosterdides podem alterar a capacidade
antioxidativa das plantas sob condicbes de estresses (Dhaubhadel et al., 1999;
Mazorra et al., 2002; Nufnez et al., 2003). Este regulador de crescimento possui um
papel fundamental da protecdo de plantas contra estresses ambientais.

Discos foliares de tomate pré-incubados por 24 horas em solugdo contendo
24-epibrassinolideo (EBR) ou um brassinosteréide andlogo (MH5) em duas
concentragdes (10,60 e 2,12 nM), seguido de incubagédo em alta temperatura (40°C),
resultaram em aumento da atividade da SOD (Mazorra et al., 2002). Foi sugerido que
EBR e MH5 possuem um papel importante na reducao de dano celular provocado
pelo estresse de temperatura (Mazorra et al., 2002).

Nunez et al. (2003) também demonstraram que tratamento de plantulas de
arroz crescidas in vitro com brassinosterdide analogo (BB-16) estimulou as
atividades de enzimas antioxidativas sob condicdes de salinidade. Ozdemir et al.
(2004) verificaram ainda que plantulas de arroz tratadas com 24-epibrassinolideo (3
uM), aumentaram a tolerancia ao estresse salino. Neste caso, foi utilizada uma
concentracao alta de EBR.

Em todos os tratamentos com as células em suspensdao com café nao foi
detectada a atividade da enzima APX (dados n&do mostrados).

As mudancas das condicoes fisioldégicas causadas por fatores que alteram um
equilibrio em cultura de tecidos vegetais, propiciam alteragcdes nas caracteristicas

das células in vitro (Gaspar et al., 2002). Algumas particularidades destas células
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precisam ser consideradas quando analisamos o que ocorre em relagao as enzimas
antioxidativas em células vegetais cultivadas in vitro.

Células vegetais in vitro podem ser deficientes na diferenciacdo da parede
celular, normalmente causada pela falha na lignificagcdo. Sdo também deficientes na
diferenciacdo dos cloroplastos e exibem pouca clorofila e poucos compostos
contendo tetrapirrolicos (Bibis et al., 2000). Ambas diferengas sao relacionadas com
a falha na biossintese de porfirinas devido a deficiéncia da via de a-cetoglutarato
para formacao de &cido succinico (Gaspar et al., 2002). Isto favorece o acumulo de
poliaminas (Bisbis et al., 2000) e, conseqlentemente, aumenta a producao de H»O»
decorrente de sua degradacao.

Tetrapirrdlicos, particularmente os grupamentos heme, estdo presentes nas
plantas como componentes das peroxidases, catalases, citocromos e clorofilas
(Hendry, 1999). Deste modo, a falta de atividade da APX em cultura de células de
café pode estar associada, provavelmente, a deficiéncia na biossintese de
compostos tetrapirrélicos. Além disso, o principal local de atividade da APX é o
cloroplasto (Schiutzendlbel et al.,, 2001), organela pouco presente nas células em

cultura utilizadas.

4.2. ESTs de enzimas antioxidativas em bibliotecas do projeto Genoma Café

Em funcdo dos resultados obtidos com enzimas antioxidantes e estresses
impostos a células de café em suspensdo e a disponibilidade do projeto Genoma
Café, foram feitas prospeccbées no banco de dados EST deste projeto. Para isto,
destacaremos os dados das bibliotecas CB1 e CS1. A biblioteca CB1 foi feita a partir
de mRNA de células em suspensao que foram tratadas com Bion e EBR e a

biblioteca CS1, de células tratadas com manose, KClI e NaCl (Tabela 1). Para
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obtencdo dos ESTs com similaridade para estas enzimas, foi dada busca no banco
(http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/) utilizando o nome ou parte do nome das
enzimas. Uma vez que os ESTs haviam sido comparados com sequéncias
depositadas em banco publico de dados (National Center for Biotechnology
Information - http://www.ncbi.nim.nih.gov/), pode-se quantificar o numero de
seqliéncias similares.

Verificou-se que em CS1 a quantidade de ESTs de todas as enzimas SOD foi
3, ndo havendo diferenca entre as metaloproteinas (Figura 5).Trés diferentes classes
de SODs sado detectadas em plantas, sendo classificadas de acordo com os
cofatores Mn, Fe e Cu/Zn (Alscher et al., 1997).

Se compararmos com o sistema de defesa antioxidativo “tradicional” (enzimas
diretamente associadas ao sistema de defesa contra ROS) observaremos que a
maior quantidade de ESTs na biblioteca CS1 foi registrado para glutationa
peroxidase (GPx), apresentando 9 ESTs, seguida de APX e CAT, com 5 e 4 ESTs,
respectivamente (Figura 6).

De certa forma, os resultados de ESTs das enzimas SOD e CAT na biblioteca
CS1 assemelham-se com o apresentado anteriormente para o tratamento de
estresse salino em células de café em suspensao (Figura 2 e 3). No entanto, difere
do resultado apresentado para a enzima APX, uma vez que para esta enzima foi
relatado ESTs na biblioteca CS1 (Figura 6), porém a sua atividade nao foi detectada
nos tratamentos com estresses abidticos. Além disso, GR apresentou certa atividade
apods exposicao a NaCl (Figura 4), porém foram encontrados poucos ESTs de GR na
biblioteca CS1 (Figura 6). Estas diferencas podem ser devidas ao fato de que as

células do genoma café terem sido tratadas com mais de um estresse por vez.

75



Tabela 1. Identificagdo das bibliotecas de cDNA produzidas para o
sequénciamento de ESts no projeto Genoma Café. Bibliotecas provenientes de calos
e células de café em suspensao.

Nomenclatura Identificacao
BP1 Células em suspenséo, raiz e folha com Bion
CA1 Calo ndo embriogénico
CB1 Células em suspensido com Bion e EBR
EA1 Calo embriogénico de Coffea arabica
EC1 Calo embriogénico de Coffea canephora
Cs1 Células em suspensidao com Manose, NaCl e KCI
PC1 Linhagem ndo embriogénica (folha C.arabica) com inducéo por 2,4-D
IC1 Linhagem ndo embriogénica (folha C. arabica) sem inducao por 2,4-D
IA2 Linhagem embriogénica (folha C. arabica) com inducéo por 2,4-D
RT8 Raiz e células em suspensdo com Aluminio
12
SOD’s SOD Mn
10 1 —=—SOD Fe
g - SOD CuZn
—e—todas SOD
6 |
4 |
2 |
0 T T b

BP1 CA1 CB1 EA1 EC1 CS1 PC1 IC1 IA2 RT8

Figura 5. Quantidade de sequéncias similares de ESTs das 3 classes da enzima
Superoéxido dismutase (SOD) nas bibliotecas do projeto Genoma Café. Bibliotecas
provenientes de calos e células de café em suspensao. No destaque (circulo) células
de café em suspensao tratadas com EBR (CB1) e NaCl (CS1). Ver nomenclatura
tabela 1.
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Figura 6. Quantidade de sequéncias similares (ESTs) de enzimas envolvidas no
sistema de defesa antioxidativo “tradicional” nas bibliotecas do projeto Genoma Café.
Bibliotecas provenientes de calos e células de café em suspensdo. No destaque
(circulo) células de café em suspensao tratadas com EBR (CB1) e NaCl (CS1). Ver
nomenclatura tabela 1. GR (Glutationa redutase), GPx (Glutationa peroxidase), CAT
(Catalase), APX (Ascorbato peroxidase).

Verificou-se ainda que em CB1 a quantidade de ESTs de todas as enzimas
SOD foi 10, sendo que, SOD-Cu/Zn e SOD-Mn tiveram maior quantidade de
seqléncias similares em células de café em suspenséo tratadas com EBR (Figura 5).
Em plantas, SOD-Cu/Zn é mais abundante em relacdo as trés metaloproteinas
(Alscher et al.,, 1997). Enquanto a Fe-SOD n&o tém sido encontrada em todas as
plantas cultivadas (Azevedo et al., 1998).

No sistema de defesa antioxidativo tradicional na biblioteca CB1, a maior
quantidade de sequéncias similares foi registrado na enzima Glutationa peroxidase
(GPx), apresentando 4 ESTs. Porém, poucos ESTs foram verificados para GR, CAT
e APX (Figura 6).

Na biblioteca CB1, se confrontarmos os resultados de ESTs da enzima SOD

com o tratamento com EBR em células de café em suspensdo, verificaremos uma

similaridade de dados. Além disso, apesar de CAT (Figura 3), GR (Figura 4) e APX
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nao terem sido detectadas em tratamento com EBR, estas enzimas apresentaram
valores muito baixos de ESTs na biblioteca CB1 (Figura 6).

Exceto 1 e 3 ESTs para fitoquelatina sintetase, em CS1 e CBf1,
respectivamente, e 1 ESTs para GLS em CB1, observou-se auséncia de ESTs das
outras enzimas relacionadas com a sintese de glutationa (L-y-glutamil-L-cisteinil-
glicina; GSH) (Figura 7).

Células de plantas contém consideraveis quantidades de tidis, os quais sao
importantes antioxidantes e também estdo envolvidos na inativagédo e ativagdo de
enzimas (Foyer et al, 1997). GSH é o tiol de baixo peso molecular presente em
plantas em maior quantidade (Alscher, 1989). Evidéncias indicam que GSH possui
um papel central no sistema de defesa antioxidativo de plantas atuando como
antioxidante na destoxificagdo de compostos téxicos pela agdo da glutationa S-

transferase (GST, EC 2.5.1.18) (Foyer et al., 1997).

9
8 - "Glutathione-related" ——GCS
—=—GLS
—— Phytoche.
DHAR

L/

BP1 CA1 CB1 EA1 EC1 CSt PC1 IC1 A2 RT8

Figura 7. Quantidade de seqiéncias similares (ESTs) de enzimas relacionadas com
a sintese de glutationa nas bibliotecas do projeto Genoma Café. Bibliotecas
provenientes de calos e células de café em suspensao. No destaque (circulo) células
de café em suspensao tratadas com EBR (CB1) e NaCl (CS1). Ver nomenclatura
tabela 1. GCS (Glutathiona cisteina ligase), GLS (Glutationa sintetase), Phytoche
(fitoquelatina sintetase); DHAR (deidroascorbato redutase).
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Figura 8. Quantidade de sequiéncias similares (ESTs) de Glutationa S-transferase
nas bibliotecas do projeto Genoma Café. Bibliotecas provenientes de calos e células
de café em suspensao. No destaque (circulo) células de café em suspensao tratadas

com EBR (CB1) e NaCl (CS1). Ver nomenclatura tabela 1.

GST é uma enzima que cataliza a conjugacdo de GSH a uma variedade de
compostos hidrofébicos contendo um centro eletrofilico e protege macromoléculas e
membranas das células de moléculas toxicas (Ali et al., 2004). GST em plantas
possui um papel central na inativacdo de compostos toxicos, conferindo por exemplo,
tolerancia a varios herbicidas. GST também protege as plantas contra varias
condicbes ambientais desfavoraveis, como ataque de patdégenos, pesticidas,
estresse oxidativo e toxidade por metal pesado (Marrs, 1996).

Observou-se uma expressiva quantidade de ESTs da enzima GST nas
bibliotecas CS1, CB1 e RT8 (Figura 8), provavelmente, devido a geragao de estresse
oxidativo. Condicdes que geram estresse oxidativo podem ativar genes codificando
para GST, através da producdo de H.O. (Marrs, 1996). Em resposta a danos nos
tecidos e agentes indutores de estresses, sdo gerados ROS podendo iniciar o

processo de peroxidagao lipidica e danos no DNA. ROS como H>O, induzem a

ativagcdo de GST e esta enzima possui 0 papel fundamental de metabolizar os
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produtos toxicos gerados pelo dano oxidativo e, por meio disso, proteger as células
contra estresses oxidativos. (Marrs, 1996).

Vale notar que em CB1, a quantidade de ESTs de GST foi trés vezes maior
que na biblioteca BP1 (Células em suspensao, raiz e folhas tratadas com Bion). Isto
sugere que na biblioteca CB1, a ativacao de GST foi decorrente da presenca de EBR
e nao de Bion na suspensao celular.

Vale ressaltar ainda, que na biblioteca IA2 verificamos uma quantidade seis
vezes maior de ESTs da enzima GST em comparacdo com a biblioteca IC1 (Figura
8). Neste caso, provavelmente, a auxina 2,4-D presente em IA2 induziu a expressao
de genes GST.

GPx (Glutationa peroxidase) também participa da remocao de H>.O, das células
vegetais. No entanto, observaram-se poucos ESTs da enzima GPx em quase todas
as bibliotecas analisadas (Figura 6).

Glutationa redutase (GR), que promove o fornecimento de glutationa reduzida
(GSH) para as células, apresentaou valores baixos de ESTs em todas a bibliotecas
analisadas (Figura 6). Acompanhando estes resultados, também observaram-se
nenhum ou poucos ESTs da enzima DHAR na totalidade das bibliotecas (Figura 7)

Para o funcionamento do mecanismo antioxidante que utiliza ascorbato,
precisa-se de um fornecimento de ascorbato reduzido. A regeneracdo de ascorbato
reduzido pode ser catalizada tanto por MDHR dependente de NADH, ou por DHAR
dependente de glutationa reduzida (GSH), acoplada com a atividade da GR
(Buchanan et al., 2000).

Deste modo, os valores baixos de ESTs das enzimas GR e DHAR sugerem

um comprometimento do sistema de acoplamento redox glutationa-ascorbato.
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Além disso, observou-se ainda poucos ESTs das enzimas glutationa sintetase
(GLS: EC 6.3.2.3) e glutationa cisteina ligase (GCS) em todas as bibliotecas
analisadas (Figura 7). Vale notar que GSH é sintetizada a partir de duas vias. A
primeira catalizada pela acao de y-glutamilcisteina sintetase (y-ECS: EC 6.3.2.2) e a
segunda, catalizada pela GLS.

Observou-se que a biblioteca BP1 apresentou cerca de 11 ESTs de todas as
SODs (Figura 5), acompanhada também de uma expressiva quantidade de ESTs da
enzima CAT (Figura 6). Em menor proporgdo, o mesmo também foi observado na
biblioteca RT8 (Figuras 5 e 6).

SODs sao consideradas enzimas importantes dentro do sistema de defesa
antioxidativo, pois eliminam radical superéxido (O.°) numa reagdo que produz
peroxido de hidrogénio (H2Oz) (Buchanan et al., 2000; Van Breusegem et al, 2001). A
eliminacdo de H»O; pode ser realizada pela CAT. Deste modo, a alta atividade das
SODs nas bibliotecas BP1 e RTS8, pode ter resultado na formacdo de H:0O: e,
conseqlientemente, ter induzido a atividade da CAT para remocao do excesso de

ROS presente.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Diferentes respostas foram observadas nas células de café em suspensao
submetidas a estresses abidticos em relacdo as atividades de enzimas
antioxidativas, Ficou evidente que a adicao de cadmio provocou expressivo aumento
da atividade da SOD, porém atividade de GR nao foi detectada. Por outro lado,
atividade de GR teve aumento nos tratamentos com NaCl e PEG. A atividade da
enzima APX nao foi detectada em células de café em suspensao, provavelmente
devido a algumas caracteristicas particulares destas células cultivadas in vitro, tais
como falha na biossintese de compostos tetrapirrélicos e deficiéncia na diferenciagao
de cloroplastos, organela em que se localiza a enzima APX. Cabe esclarecer que as
células permaneceram no escuro durante todo periodo de cultivo.

A atividade e expressao de genes que codificam enzimas antioxidativas
podem sofrer alteragdes mediante condicdes ambientais desfavoraveis. Assim, o
projeto genoma café possibilita a identificacdo de seqiéncias similares de ESTs de
café e abre perspectivas, por exemplo, para uma melhor compreensao dos fatores
que controlam a atividade das enzimas relacionadas ao sistema de defesa
antioxidativo em plantas. Futuramente, os resultados obtidos de ESTs de enzimas
antioxidativas em bibliotecas do projeto Genoma Café e dos estresses abidticos em
células de café em suspensao poderao ser aplicados no melhoramento de plantas de
cafeeiro, para a selecao de plantas mais tolerantes as variagdes do meio ambiente,
por exemplo. Porém, um passo importante a ser dado, utilizando os dados de ESTs,
€ comparar separadamente os estresses in vitro e em plantas inteiras. Através da
andlise da expressao de genes podera ser validado o uso de células em suspensao

como um modelo para o estudo da tolerancia a estresses nesta cultura.
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ANEXO 1

Tabela 1. Composicao de sais do meio MS (Murashige & Skoog, 1962).

Concentracdo de componentes mg.I"’

Macronutrientes

NHsNO; 1650
KNO3 1900
CaCl,.2H.0 440
MgS0O4.7H.0 370
KH2POy4 170
Micronutrientes
MnS0O4.4H.0 22,3
ZnS04.7H0 8,6
H3BO3 6,2
KI 0,83
Na:Mo0O4.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl,.6H20 0,025
FeEDTA
Na,EDTA.2H,0 37,3
FeSO4.7H,0 27,8
Vitaminas
Acido nicotinico 0,5
Piridoxina. HCI 0,5
Tiamina. HCI 0,1
Glicina 2,0
Mio-inositol 100
Sacarose 30.000




