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RESUMO

Em varias espécies de plantas superiocres tropicais e
subtropicais, tais como o café {(Coffea arabica L.), a exposicdo
a baixas temperaturas pode causar grandes danos aos tecidos.
Estas condig¢des geralmente induzem inibicdo do crescimento,
alteragdes nas taxas metabdlicas e alteragdes funciocnais em
membranas. Esta pesguisa buscou identificar as alteragdes no
cresciments da raiz, em plantulas de café de 30 dias deAidade,

as quais foram submetidas ao estresse por resfriamentoc por 6

dias, nas temperaturas de 5, 10, 15, 20 e 25°C, no escuro. O

protocole experimental incluiu medidas das taxas de calor
metabdlico, percxidacdo de lipidios e fluldez de membranas, em
adicdo as atividades de algumas enzimas antioxidantes. Foram
utilizadas Dbasicamente técnicas ndo invasivas, tais como
microcalorimetria, medidas de liberacdoc de eletrdlitos e EPR
espectroscopia.

Os resultados mostraram que o crescimento da raiz foi
completamente inibido apés exposicdo a 5 e 10°C, e o processo
foli irreversivel apds o retorno das plantas & temperatura
controle (25°C). Os tecidos de raiz submetidos a
temperaturas abaixo de 15°C, apresentaram taxas de calor

metabdlico sensivelmente mais baixas em comparacdo com o

controle e 0s valores mostraram—se aestreitamente

correlacicnades com a inibicdc do crescimento da raiz. Em



paralelo, a liberacdo de eletrdlitos pelas raizes aumentou
significativamente nas pléntulas expostas a 5 e 10°C, as guais
também exibiram irreversibilidade guando as plantas retornaram
4 temperatura de 25°C, 0 tratamento a 10°C induziu ainda
aumento significativo na peroxidacdo de lipidios de membrana,
quando comparado com 15 e 25°C.

0s espectros de EPR mostraram gque os marcadores de spin
5-, 12~ e 16-DSA (acido doxil esteédrico), foram capazes de
intercalar com os lipidios de membrana celular de tecidos de

raiz em segmentos apicails intactos. A profundidade do 5° e 16°

atomos de carbono da cadela acilica, o radical nitréxide do
marcador de spin detectou membranas mals rigidas em plantulas
submetidas a temperatura de 10°C, comparade com as amostras
tratadas a 15 e 25°C. Na posicdc do C~12 da cadeia a sonda
apresentou um movimento muito restrito e fol insensivel as
alteracdes induzidas pelo resfriamento nas membranas.

As atividades de algumas enzimas antioxidantes, tais como
ascorbato peroxidase, guaiacol peroxidase e catalase, mostraram
respostas variadas em tecidos submetidos & baixa temperatura
(10°C) . Ascorbato peroxidase e catalase ndc apresentaram
alteractes significativas em  condigdes de resfriamento,
enquanto a atividade da gualacol peroxidase aumentou 55%,

comparadc ao controle, a 25°C. Por cutro lade, a atividade de

glutationa redutase diminuiu, paralelamente & capacidade de

reducgdo de TTC {cloretec de trifeniltetrazélio).



Nossos resultados mostraram gue 0 estresse por
resfriamento em plantulas de café expostas a 10°C por 6 dias
pode ser interpretado como um estresse oxidativo, que resultou
em peroxidacdo de lipidios, aumento na rigidéz de membranas,

vazamento de eletrélitos e reducdoc na atividade metabélica.



SUMMARY

In several tropical and sub-tropical higher plant species,
such as coffee (Coffea arabica L.), exposure to low temperature
can cause extensive tissue damage. These conditions usually
induce growth inhibition, changes in metabolic rates, and
functional membrane alterations. The present research attempted
to investigate the changes in root growth, in 30 days old
coffee seedlings which were subjected to chilling stress for 6

days, at temperatures of 5, 10, 15, 20, and 25°C, in darkness.

The experimental protocol included measurements of metabolic
heat rates, lipid peroxidation, membrane fluidity, in addition
to the activities of selected antioxidative enzymes. The
investigation utilized basically non invasive techniques such
as microcalorimetry, electrolyte leakage and EPR sprectroscopy.

The results showed that root growth was completely
inhibited after exposure to 5 and 10°C, the process being
irreversible after 6 days of incubation at these temperatures.
Root tissues subjected to temperatures below 15°C presented
significant lower rates of metabolic heat compared with
controls at 25°C, and the values were closely correlated with

the observed root growth inhibition. In parallel, figures on

electrolyte loss significantely increased in root samples of &
and 10°C incubated plants, which also exhibited irreversibility

upon being transferred to the control temperature. In addition,
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the 10°C treatment induced a significant increase in the level
of lipid peroxidation cf root cell menmbranes.

In root tip tissues the electron paramagnetic resonance
spectra showed that the spin probes 5-, 12~ and 1l6-doxylstearic
acid were capable to intercalate within the cellular membrane
lipids. Indeed, at the depth of the 5th and 16th carbon atoms
of the alkyl chains the nitroxide radical detected more rigid
membranes in seedlings exposed to 10°C compared with 15 and 25°C
treated samples. At C-12 position of the chains the' probe

showed very restrict motion and was insensitive to chilling

induced membrane alterations.

The activities of some antioxidative enzymes, such as
ascorbate peroxidase, gualacol peroxidase and catalase showed
varied responses in tissues subjected to low temperatures
(10°C) for 6 days. Actually, ascorbate peroxidase and catalase
did not show any appreciable change under chilling conditions,
while guaiacol peroxidase activity increased 55% compared to
the contrel, at 25°C. On the other hand, glutathione reductase
activity decreased, in parallel to a significant reduction in
reduced TTC wvalues.

Our results showed that the chilling stress in seedlings

of coffee exposed to 10°C for 6 days, might be interpreted as
an oxldative stress, which resulted in lipid peroxidation,
increase in membrane rigidity, electrolyte leakage and

reduction in metabolic activity.
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1. INTRODUCAO

Muitas plantas de origem tropical e sub-tropical
apresentam diverscs sintomas de danos quando s&o expostas a
baixas temperaturas, sem que o ponto de congelamento tenha sido
atingide (LYONS, 1973; LEVITT, 1980; NISHIDA & MURATA, 199¢). O
nivel da toleréancia das plantas ac resfriamentce varia de acordo
com a origem da espécie. Por exemplo, o limite inferior de
temperatura, abaixo do gqual ocorrem dancs sensiveis, é 0 a 4°C
para plantas de regldo temperada, ac redor de 8°C para as

subtropicais e 12-14°C para as tropicais (LYONS, 1973). A

susceptibilidade aoc resfriamento limita a estacéo de
crescimento, a distribuicdo geogréfica e as condigbes de
armazenamento de muitas plantas cultivadas e de seus produtos
(RAISON & LYONS, 1986).

A capacidade das plantas para tolerar o estresse pelo
resfriamentc Tem sido considerada de grande Iimportancia por
pesquisadores interessados tanto no fendmenc basico gquanto nos
aspectos de aplicagdo agrondmica envolvidos nos processos
édaptativos a baixas temperaturas (HERNER, 1990).

0O resfriamento acarreta distdrbics metabdlicos diversos,
que podem resultar em inibicdc da atividade fotossintética
(TING et al.,, 1991), redugbes mna respiragcdo (LEQPOLDO &
MUSGRAVE, 19792) com decréscimos na sintese de ATP (PRASAD et
al., 1894b), incremento na respiragdoc  anaerdbica, com

acumulacido de toxinas {(LEVITT, 1980}, perda de ions pela célula



(SALTVEIT JR, 1991), acumulacéoc de carbeoidratos e diminuicgdo na
translocagdo de fotoassimilados (PAUL et al., 19%90).

Como acontece com cutros tipos de estresse, a intensidade
dos danos ¢é dependente das condicdes durante o© estresse:
duragio, irradié&ncia, intensidade, umidade relativa e tempo de
exposigdo. Folhas de pepino, por exemplo, podem sobreviver a
uma exposicgdo a 10°C por uma semana, mas apresentam sintomas de
injuria quando expostas a 8°C por 3 dias ou em poucas horas a
5°C (MINCHIN & SIMON, 1973). Por outrc lado, plantas expéstas a

temperaturas ligeiramente acima de 10-12°¢C {isto &, a

temperaturas de  resfriamento}, ©podem ser aclimatadas
gradativamente as condig¢des de baixas temperaturas, o que lhes
confere uma resisténcia maior a exposicdes posteriores ao
resfriamento (LYONS, 1973).

O grau de tolerancia ao frio pode se alterar entre
variedades de uma espécie (JAHNKE et al., 19281; KRAUS et al.,
1295), sendo normalmente maior em plantas submetidas a
aclimatag¢do (LYONS & BREINDENBACH, 1979). A idade fisiocldgica
da planta também afeta a susceptibilidade ao frio, sendo a
maturagdc do pdlen o mais sensivel de todos os estagios de
desenvolvimento {(NISHIDA & MURATA, 1996).

O cafeeliro (Coffea arabica L.) encontra-se no grupo de

espécies sensiveis ao resfriamento (LEVITT, 1980), tendo como
origem as Ifleorestas altiplanas da Etidépia, onde a média de
temperatura se situa entre 18,5 e 21,5°C (BRIDSON, 1982). A

expansdo da cafeicultura para diversas outras regi®es do mundo,



restritas atualmente de 22° de latitude Norte (Cuba), até 26° de
latitude Sul (Brasil), trouxe algumas limitacgdes a
produtividade desta culiura, devide ao £fatoc de em algumas
dessas &areas ocorrerem guedas temporarias de temperatura, com
média anual abaixo de 16°C, a qual reflete diretamente na
produtividade do café (ALEGRE, 1959; MAESTRI E BARROS, 1977).
Ha evidéncias de gue a exposicdo a baixas temperaturas, em
condigdes de campo ou de laboratédrio, afeta a fotossintese do
cafeeiro ({(BAUER et al., 1985, 1990; AMARAIL, 18%1), a piodugéo

de cafeina (FRISHKNECHT et al., 1982}, o crescimento e o

metabolismo do nitrogénio (AMARAL, 1991). Embora Coffea arabica
seja de origem tropical e caracterizada como sensivel ao
resfriamento, existem variagfes em sua resposta a baixas
temperaturas quando se comparam diferentes variedades. BAUER et
al. {1990), analisandc nove cultivares de café, provenientes
da Africa Central, observaram que todos foram danificados pelo
estresse por resfriamento, sendo as plantas Jjovens mais
susceptiveis que as adultas. Entretanto, alguns gendtipos
mostraram diferencas em relacdoc a velocidade de recuperacido da
atividade fotossintética e & extensdo de necrose foliar. Em
adicdo, héd informa¢des de que a resisténcia ao frio de plantas

de café ndo pode ser aumentada por decréscimo gradual de

temperatura (aclimatacdo) (BAUER et agl., 1985), técnica que tem

sidc efetiva para conferir resisténcia em outras espécies.
Diversos esforgos tem sido direcionados no sentido de

identificar as bases fisioldgicas e biogquimicas da inidria por



resfriamento, e a malcria dos estudos tem apontado as membranas
celulares como © primeiro sitio das alteragdes induzidas por
temperaturas baixas (LYONS, 1973, LYONS & BREIDENBACH, 1979).
Diversas pesquisas mostram claramente gue os fosfolipidios
de membranas sofrem uma transicdo de fase de um estado flexivel
liguido~cristal, para uma estrutura gel sélida, em torno de 10
a 12°C, que se correlaciona com a tenmperatura abaixo da qual
ocorre 1njlGria nas espécies sensiveis ao resfriamento. Esta
alteragdo na fluidez dos lipidios em funcioc da temperatﬁra tem

sido detectada por técnicas muito sensiveis, como

espectroscopia EPR (ressondncia eletrdénica paramagnética),
utilizando marcadeores de spin (BRUCE & THAYER, 1983; WATANARE
et al., 1990) e calcorimetria (RAISON & ORR, 1986).

0Os eventos bicquimicos resultantes da diminuicdc da
fluidez de membrana, incluem interferéncia nas funcdes das
proteinas associadas as membranas, reducdc no suprimento de
energia, perda de compartimentalizacgdoc, liberagdo acentuada de
ions, e outros eventos, que levam a desbalancos idénicos e perda
de fungbes essencials (LYONS, 1973; GRAHAN & PATTERSON, 1982).

Os efeitos do resfriamento nas membranas celulares tem
sido abordados recentemente como um tipo de estresse oxidativo,

resultante de efeitos deletéricos de espécies de oxigénio
reduzido, tais como superdxido (0;"), perdxide de hidrogénio
(H,0:), radical hidroxila (°CH) e oxigénio Tsinglet™ (*0,)

(ELSTNER & OSWALD, 1994; LURIE et al., 1994; PRASAD et al.,

1994 a,b). Estas espécies reativas de oxigénio sio geradas em



células de plantas durante o funcionamento metabélico normal,
especialmente nos cloroplastos e mitocdndrias.

A maior parte da redugdo de oxigénio nos cloroplastos
ocorre via ferredoxina reduzida (Fd..s), a qual reduz oxigénic
molecular a radical superdxido, pela reacdc de Mehler (FOYER et
al., 1994):

Oy + Fdpeq —» 0" + Fdox
Durante condi¢des de fotoinibigdo, na qual a energia

luminosa excede a capacidade dos fotossistemas, o excesso de

energia pode ser direcionado para a formagido de superéxido,

particularmente quando uma situacdo de alta intensidade
lumincsa ocorre simultaneamente a um estresse por temperatura
(BOWLER et al., 1992).

Em mitoctndrias, paralelamente a reducdo tetravalente a
H,0, oxigénioc molecular ¢ também reduzido parcialmente a
superéxido (PUNTARULC et al., 1991}. Sob condicdes de estresse,
quando ocorre um desemparelhamento da atividade respiratéria,
esta produgdc pode aumentar. PRASAD et al. {1994b) demonstraram
gque sob condigdes de resfriamento, diminui consideravelmente a
atividade da citocromo oxidase e a absorcdo de O, sensivel a
cianeto, liberando elétrons da cadeia transportadora para

reduzir oxigénio molecular a radical superdéxido. O complexo I

de NADH-desidrogenase e ubiquinona~citocromo b foram propostos
come 08 provaveis sitios de geracdo de superéxido na

mitocéndria (NAKANO & ASADA, 1981; LEPRINCE et al., 1994).



O radical superdxide sob agdo da enzima superdxido
dismutase (SOD), presente nas mitocbndrias e cloroplastos, gera
H»0,. O aumento da producdo ou a acumulagdo de 0, e H,0, em
condigdes de estresse, pode levar & geracdo do potente radical

‘0H, pela reacdo de Haber-Weiss, «catalizada por ferro

(GUTTERIDGE & HALIWELL, 1990):

H.0; + Fe*® —» OH™ + "0H + Fe¥*

3+

0, + Fe’' — Fe*' + O,

A toxicidade destas espécies de oxigénio é atribuida ao
fato de gque elas podem reagir com numercsos componentes
celulares, causando desta forma uma cascata de reacdes
oxidativas, que resultam em inativacdoc de enzimas, peroxidacio
de lipidics de membranas, quebras da estrutura do DNA e
degradacédo de proteinas e pigmentos (BOWLER et al., 1992).

A peroxidagdo de 1lipidics de membrana por radicais de
oxigénio é um dos eventos mais sgignificativos no estresse
oxidativo, pois dentre as suas consequéncias podem-se citar a
diminuicdo da fluidez de membranas e modificacées da
permeabilidade idénica (BINDOLI, 1988).

Proteinas sdo também particularmente susceptiveis a acédo
de radicais livres intermediadrios no processo de peroxidacdo
lipidica, tais como radicais alcoxil e peroxil. Quandc o dano
ccorre em proteinas de membrana, este pode afetar a homeostase

iénica, levando ao aclmulo de calcio. Consequentemente, o

6



potencial para ativagéo de fosfolipases, proteases mediadas
pelo célcié, ou a acumulacdo de célcio na mitocdbndria podem
causar varias alteragdes em membranas, deterioracdo celular e
intensificagdo da les8o inicial (RICE-EVANS & BURDON, 1993).
Radicais de oxigénio, como superdéxido e hidroxila, podenm
inclusive, 1inativar irreversivelmente algumas das enzimas
responsaveis pelo processo de detoxificacdo de radicais livres,
come SOD e catalase, tornando-as mais susceptiveis & atividade
proteclitica (DAVIES, 1987).

A indugdo de sistemas produtores de radicais de oxigénio
tem sido demonstrada em resposta a diversos tipos de estresse
além de resfriamento, como por exemplo, seca (ZHANG & KIRKHAM,
189%6), deficiéncia mineral (POLLE & RENNENBERG, 1293y},
exposigdo a poluentes ambientais (IRIGCYEN et al., 1992) e a
metais pesados (CAKMAX & HORST, 1991; SHAW, 1995). Estresse
oxidativo ocorre também associado & senescéncia foliar (DHINDSA
et al., 1981l) e tratamentcs com herbicidas {(SCHMIDT & KUNERT,
1986) .

Uma diferenga fundamental entre plantas sensiveis e
resistentes ao estresse oxidativo pode residir na capacidade de
plantas resistentes de amenizar os efeitos lesivos dos radicais

livres pelo aumento da sintese de compostos antioxidantes,

tais como, da-tocoferol, PB-caroteno, 4cido ascérbico e

glutationa ou ainda pela capacidade de ativar enzimas de

varredura de radicais livres: superéxido dismutase, catalase,



peroxidases e as enzimas do ciclo ascorbato/glutationa (PURVIS
& SHEWFELT, 18593).

a-Tocofercl (Vitamina E) é um capturador de oxigénio
"singlet” e outros radicais em membranas, impedindo a
propagagdo das reagfes em cadeia de lipoperoxidagdc (BUETTNER,
1993). Acido ascérbico (Vitamina C) desempenha um papel—~chave
na detoxificacdo de oxigénio ativado, reagindo diretamente com
superdxido, perédéxido de hidrogénio e radical hidxoxila, e
alternativamente pode também reciclar a-tocoferol (BUETTNER,

1993} . Glutationa pode reagir diretamente com radicais livres

ou regenerar ascorbato (CAKMAK et al.,1993); glutationa oxidada
&, por sua vez, reduzida por NADPH (FOYER & HALLIWELL, 1976).
Varios autores tem apresentado esquemas de vias de
detoxificagdo de radicais livres, introduzindo modificagdes no
modelo proposto inicialmente por FOYER & HALLIWELL (1976) e
HOSSAIN et al, (1984), e conhecido como via Halliwell-Asada

(Figura 1)}.
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Figura 1. Vias de detoxificacdo de €, e H,0, (POLLE &
RENNENBERG, 19983).

A atividade coordenada destas defesas antiocxidantes,
dependente de poder redutor na forma de NAD(P)H, é essencial
para proteger a ceélula dos efeitos lesivos de espécies de
radicals de oxigénic, gque sdoc produzidas a elevadas taxas
quando as plantas sdo expostas a condigdes de estresse.

Uma outra diferenga entre plantas sensiveis e resistentes
ao resfriamento consiste na capacidade de plantas resistentes
de reduzir a produgdo de espécies ativas de oxigénio durante a
expesigdo ao estresse, por um incrementc na via alternativa de
respiragdo mitocondrial, resistente ao cianeto. Um papel
benéfico desta via em condigdes de estresse por resfriamento

foi sugerido por varios pesqguisadores {(STEWART et al., 1990;
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PURVIS & SHEWFELT, 1993; FOYER et al., 1994; MOYNIHAN et al.,
1995). Neste caso, a oxidagdo de wubiguinocna pela oxidase
alternativa poderia evitar a transferéncia de eletrons
diretamente de ubiquinona para oxigénio molecular para gerar
radical superéxido. £ possivel, portanto, que aumentos na
atividade da via alternativa possam reduzir o dano oxidative na
mitocdndria. Como consequéncia, a peroxidacdo de lipidios de
membranas e outros processos mediados por radicais livres,
poderiam ser grandemente reduzidos (PURVIS & SHEWFELT,:1993}.

MOYNIHAN et al. (1995) sugerem que uma ativagdc desta via

alternativa em condigbes de estresse por resfriamento, teria a
vantagem de aumentar a producdc de calor, a nivel subcelular.
Esta estratégia fol detectada por microcalorimetria em
diversas espécies submetidas a condicées de resfriamento, como
pepino, batata, soja, ervilha e algoddo (MOYNIHAN et al. 1995).
ApbGs 8 horas de exposigdo a 8°C, a producgdo de calor nestas
espéciles aumentou de 47 a 98%. No entanto, nenhum aumento na
producdc de calor fol observado em Episcia cupreata, uma
espécie exitremamente sensivel ao resfriamento.

Conclui-se, portanto, que a resposta das plantas ao
resfriamento & um processo bastante complexo, o qual se inicia

com os eventos oxidativos que desestabilizam as membranas que,

por sua vez, alteram diversas wvias metabélicas, levande ao
desenvolvimento dos sintomas de injuria. Torna-se entdo
relevante investigar esta resposta, particularmente no café,

uma espécie bastante sensivel a baixas temperaturas e de grande
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importancia econdmica, para a gual ndc ha informacdes
disponiveis sobre a ocorréncia de ©processos oxidativos
associados ao estresse. Uma compreensdo melhor dos mecanismos
envolvidos na resposta ao estresse poderd oferecer subsidios
posteriormente para a selecdc de variedades de café tolerantes

ac resfriamento.
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2. OBJETIVOS

Este estudo foil conduzido visando esclarecer os eventuais
mecanismos que determinam a susceptibilidade do cafeeiro a
baixas temperaturas, particularmente os eventos associados as

alterag¢fes na integridade das membranas celulares.
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3. MATERIAIS E METODOS:

3.1. Cultivo das plantas

Sementes de café (Coffea arabica L.) cultivar Catuai
Vermelho foram fornecidas pela Secdo de Genética, Instituto
Agronbmico, Campinas, SP.

Apbés  remogdao do endocarpo do frute (pergaminho), as
sementes foram colocadas para embeber em Aagua destilada por 48
horas, a 25°C, e semeadas em potes de plastico de 1L

preenchidos com vermiculita. As plantas permaneceram em CAMAras

de crescimento, no escuro, a 25°C. Agua foi suprida por
irrigagdes trés vezes por semana. Os tratamentos a baixas
temperaturas e as avaliagbes dos diversos parametros se
iniciaram quando as plantas tinham 35 dias de idade (estadio de
"palito-de-fésforo”).

Como modelo para os estudos utilizaram-se principalmente
segmentos de raizes. Este sistema oferece algumas vantagens
sobre as técnicas convencionais de separacdoc de organelas e de
cultura de tecidos ou células, pois ele mantem a complexidade
morfo-fisiolégica do orgdo como um todo, além de ser facil de
ser obtido e manipulado. Portanto, para avaliacdc da maioria

dos parametros optou-se pelo sistema "in vivo", & excecdc das

medidas de lipoperoxidacdo e atividade enzimatica.
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3.2. Medidas de crescimento

Para identificar a regido de maximo alongamento, as raizes
primarias de pléntulas de 30 dias de idade foram marcadas com
tinta a dleo, a intervalos de Ilmm, a partir do &pice da raiz.
As medidas das distdncias entre as marcas permitiram a
determinacdo da regidc de alongamento e o célculo da taxa de
crescimento da raiz, ao final de 6 dias.

Experimentos preliminares mostraram que os efeités dos

fratamentos se expressam ao final do periodo de ¢ dias, por

esta razao este tempo de tratamento fol definido para os
experimentos posteriores.

Para avaliar o efeito da temperatura no crescimento da
raiz, foram feitas medidas do comprimento da raiz principal das
pléntulas, antes e apds exposicdo a temperaturas continuas de
5 10, 15, 20 e 25°, por ¢ dias, no escurc, em camaras de
crescimento. Apéds este periodo, as plantulas foram transferidas
novamente para a temperatura de 25°C (controle}, por mais 6
dias, e a capacidade de recuperar ¢ crescimentc foil avaliada em

cada temperatura.

3.3. Calorinetria

Para avaliar o¢ efeitoc de baixas temperaturas sobre a
atividade metabdlica em geral, foram feitas determinacdes da

taxa de calor metabdlico, utilizando calorimetria. ©Os mesmos
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tratamentos térmicos descritos para medidas de crescimento

foram aplicados para calorimetria.

3.3.1. Descricdo e principio operacional do calorimetro de

condugéo

As anadlises calorimétricas foram realizadas num
calorimetro de condugdo, construide no Brasil e nos EUA
(LOVRIEN, 1989), similar ao instrumento descritoc por WADSO

(1970). O calorimetro de conducgio, descrito detalhadamente por

MARES-GUIA et al., (1990) e NASCIMENTO (1992), e esquematizado

na Figura 2, possul duas camaras calorimétricas (amostra e
referéncia), construidas em ouro, com tampas rosqueaveis para
vedacédo completa. Cada cémara tem dois compartimentos
conectavels, com capacidade de cerca de 0,5 a 1,0 mL para o
mencr e 2,5 a 3,0 mL para o maior, permitindoe a aplicacdo em
separado, dos reagentes em estudo (Figura 2-A). A injecéo de
solugbes nas camaras calorimétricas é feita com o auxilio de
seringas conectadas a tubos de silicone de pegueno calibre,
permitindo a introdug&c de volume conhecido das solucgdes,
separadamente, ncs dols compartimentos de cada cémara. Os
contetdos dos compartimentos podem ser misturados, apds o
fechamento das cémaras, através de um acionador externc ao
equipamento, e ligado & parte interna do calorimetro. 1D
necessario geralmente um tempo de 15 a 20 minutos, apds a
aplicagdo das amostras, para que se obtenha o equilibrio

térmico do sistema.
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FASE GASOSA ! i
~4.0mbL

COMPARTIMENTO MENOR
0.5 - 1.0mL
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DIVISAQ INTERNA

COMPARTIMENTO MAIOR 7 mm
2.5 — 3.0mL

=
=

CAMARA CALORIMETRICA
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%% gy// “‘*— TERMOPILHAS
T
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I
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%

A AMOSTRA
AMPLIFICADOR —> COMPUTADOR
Figura 2. Diagrama de microcalorimetro. a) camara

calorimétrica: vista frontal; b} wvista lateral; c¢) disposicédo

das camaras e termopilhas no microcalorimetro.

Nos estudos realizados neste trabalho, utilizaram-se

volumes de 0,1 mlL no compartimentce menor e 1,0 nlL no
compartimento maior da camara calorimétrica, os quais permitem
deixar um volume de ar de cerca de 4 mlL acima da fase liquida,

garantindo suficiente concentragdc de oxigénio para a

respiragéc dos tecidos colocados dentro das cédmaras.
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Cada cdamara ¢é envolvida por uma bateria de termopares

{termopilha) cujo fator de conversdo (figura de mérito) é de

7 uW.uvV'', o gque significa gue um sinal de lpvelt gerado nas

termopilhas corresponde a uma energia de 7 uWatt. Este valor de

figura de mérito é similar ao do calorimetro de fluxo, descrito
por ANDERSON & LOVRIEN (1979). Cada conjunte formado por
termopilha/camara/termopilha (T/C/T) (Figura 2-B) estéd inserido
num bloco de aluminio, que atua como um suporte rigido e como
dreno de calor.

O calor geradc dentro das camaras, decorrentes de um

processo quimico ou biolégico, é difundide através da camara,
atravessa suas delgadas paredes condutoras e atinge as placas
de termopilhas dispostas de cada lado das paredes das camaras.
Ao passar pelas termopilhas, o© calor provoca uma diferencga de
potencial, gque & amplificada de 100 a 5.000 vezes e registrada
em um sistema eletrdnico acoplado ao microcalorimetro. Este
sistema consiste de um registrador eletrdnico com base em um
computador dotado de uma placa especial de alta resolucdo que
permite a leitura de voltagens nas diversas faixas, cobrindo
intervalecs de tempo que podem ser estabelecidos de milisegundos
a horas. Dessa forma, um processo gqualquer que oOCorra na camara

de observagdo, desencadela uma resposta que & registrada como

poténcia elétrica em funcdo do tempo, produzindo uma curva
designada termograma (Figura 3). Ao final do experimento, a

integracdo da area registrada fornece o valor da energia total
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envolvida no processo (Q = Poténcia x Tempo), que é expressc em

Joule (J).
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Figura 3. Termograma obtido pela reacdc de neutralizacdo de
TRIS com HC1 4,1mM. Valor da integral da é&rea sob a curva:
9¢,27 mJ. Valor estimado: 96,87 nJd.

Todas as anélises calorimétricas ocorreram a 25°C, en

ambiente de temperatura controclada.
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3.3.2. Calibracédo do calorimetro

Optou-se neste trabalho pela calibracgio gquimica,
utilizando-se a reagdo de neutralizacdo de TRIS com HCI,
baseado no calor de neutralizacgido igual a -11.300 calorias/mol
de H' (GRENTHE et al., 1970).

Considerando-se gque o microcalorimetro mede o calor

liberado nas cédmaras na faixa de 2 a Zbmecal (dados técnicos), o
qual corresponde & neutralizagdo de 0,2 a 2,5umol de H,

decidiu~se utilizar concentracgbes de HCl nesta faixa, obtendo-

se termogramas como o da Figura 3, cujas integrais significam
energla {(W.s=J), e sdo proporcionais ao calor de reaclo gerado
na célula microcalorimétrica.

Para obtencéo dos termogramas gque serviram de base para a
curva de calibragac, 0,8 mL de TRIS-HC1 0,2M, pH 8,0 foram
lentamente injetados nos compartimentos maiores das duas
cémaras do microcalorimetro {referéncia e amostra). Um volume
de 0,5mL de TRIS-HC1 foi injetado no compartimento menor da
cédmara de referéncia e, na cémara de amostra adicionou-se 0, 5mL
de solucdo de HC1 (0,5 a 5,0 mM) ao compartimento menor.

Apés o sistema alcancar o equilibrio, a linha de base foi

ajustada no ponto 0,0 e entdo iniciou-se a aquisicéo de dados.

Decorridos 50 sequndos fol feita a agitacio das cimaras para
efetuar a mistura des reagentes contidos nos dois

compartimentos de ambas as c8maras.
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Terminado o tempo pré-estabelecido de aquisicio de dados,
obteve-se o valcr da integral da Area sob o termograma,
comparando-0 c¢om ¢ valor estimado preliminarmente. Foram
obtidos os termogramas referentes as sclugdes de HCl contendo
de 2,5x1077 a 2,5x10™° moles de H'. Com os resultados das
integrais dos termogramas (média de duas repeticdes) e os
respectivos valcores tebricos calculados, obteve-se a curva de

calibracéo mostrada na Figura 4.

120} Y =1.3015+0.9931 X

100 r?=0.99
80

7

1

60
40

Dados obtidos {mJ)

20}

0 20 40 60 80 7100 120

Dados calculados (mJ)

Figura 4. Curva de calibracdo do microcalorimetro realizada por

reacdes de neutralizacdo de TRIS com HCL.
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3.3.3. Prctocolo dos experimentos de calorimetria

Para as analises calorimétricas de segmentos de raiz,
foram estabelecidos inicialmente o©os procedimentos operacionais
para uso do microcalorimetro. Uma vez definidos estes
procedimentos, iniciaram-se as andlises calorimétricas com os
segmentos de ralzes, apds exposicio das plantas as Lemperaturas
estabelecidas nos tratamentos.

Injetou~-se inicialmente, 1 mL de tampdo fosfato de.sédio
G,2M, pH 7,4 no compartimento maior de cada uma das cdmaras do
microcalorimetro. Apds o fechamento das cdémaras, aguardou-se
até o sistema alcangar o equilibrioc térmico, obtendo-se uma
linha de base estavel. A segulr, segmentos de Imm, retirados de
extremidades de raizes, foram pesados {30mg massa fresca),
introduzidos em um cateter com pegquenc volume de tampdo e
injetados na camara de amostra. Imediatamente a cémara foi
fechada, adicionando~se o mesmo veolume de tampdo a c8mara de
referéncia. Um periodo de cerca de 15 minutos fol necessario
para se atingir um novo equilibrio de temperatura,
caracterizado por um estado-estaciondrio na produgdo de calor
dentro da camara de amostra.

Para manter as concentragdes de oxigénio dissolvido na
cadmara em niveis constantes, foi feita agitacdo do bloco de
aluminic contende as camaras, a intervalos de 3 minutos. A
Figura 5 mostra um termograma tipico obtido com segmentos de

raizes de plantulas cultivadas a 25°C (controle).
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Figura 5. Producdo de calor por segmentos apicais de raizes de

plantulas de cafe mantidas a 25°C. a)

agitagbes a intervalos de 3 minutos; b)

Termograma mostrando
Expansdc do termograma
entre 420 e 960 segundos contendo regides de estado-
estacicnaric. © valor da integral da area sob a curva, num
intervalc de 60 segundeocs, corresponde a 3,66 mJ.

coma | e




A curva em nivel zero representa a linha de base produzida
antes da introduclc da amostra. Observa-se apds cada agitacao
da amostra um fluxo constante de calor, estado-estacionario. A
estimativa da taxa média de calor metabdlico foi feita
utilizando-se o0s valores obtidos nas diversas regides do
termograma, em estado estacionédrio, apds cada agitacido. Os
valores da taxa de calor metabdlico observados em segmentos de
pontas de raiz mantiveram-se estdveis por mais de 60 minutos,
padronizando-se o tempe de 30 minutos para todés as

determinagdes calorimétricas posteriores. As taxas de calor

metabélico foram expressas em uWatt.mg ' (Massa Fresca).

3.4. Determinagdo do consumo de oxigénio

Para efeito de comparacdo dos valores da taxa de calor
metabdélico com o metabolismo aerébico da raiz, foram realizadas
medidas da taxa de respiragdoc nos fragmentos apicais de raiz.

C consumo de oxigénio por segmentos de raiz  foi
determinado polarograficamente, através de um eletrode tipo
Clark, acoplade a um registrador gréafico. A incubacdo se
processou em uma cémara de vidro vedada e estabilizada a 25°C,

com agitacdo magnética. A cada leitura e antes da colocacdo da

amostra, o meic de incubacdo fol mantido em equilibrio em
100% ©,, para obtencdo de uma linha de base estavel.
Osg fragmentos apicais de 1lmm de raiz foram pesados (20mg

de massa fresca) e transferidos para ¢ meic de incubacéo,

23



composte de tampaoc fosfato 0,2M, pH 7,4. O consumo de oxigénio
pela raiz fol avaliado durante 10 minutos e expresso como

"} (Massa Fresca).

nmolQ;.min".mg
Amostras de segmentos de raiz semelhantes Aas utilizadas
para medidas da taxa de calor e de respiracic foram coletadas

para determinaci&o do fator de conversio massa fresca/massa

seca.

3.5. Medidas de liberacio de eletrédlitos

Para avaliar o efeito de tratamentos por Dbaixas
temperaturas sobre a integridade das membranras celulares foram
feitas medidas do grau de permeabilidade de membranas, do grau
de peroxidagdc de lipidios de membrana e de fluidez de
membranas.

As avaliacgdes do grau de permeabilidade de membranas foram
feitas utilizando-se medidas de liberacidoc de eletrélitos pela
raiz. Segmentos apicais de lmm de raiz foram lavados com &agua
deionizada, pesados (100mg de massa fresca) e transferidos para
frascos de Erlenmeyer contendo 15mL manitol 0,2M (SALTVEIT, JR.
1991). 0Os fragmentos foram incubados a 25°C, por 50 minutos,

com agitagdo. A liberacdo de eletrdlitos foi medida como

incremento na condutividade elétrica da solucdo, utilizando-se
um condutivimetro previamente calibradc com solucdes de KCl. A

liberagdo de eletrdlitos pelos segmentos de raiz foi expressa

como pmho.g ' {Massa Fresca).
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3.6. Medidas de peroxidacio de lipidios

Os niveils de peroxidacgdo lipidica em segmentos de pontas
de raizes foram expressos como teor de MDA (malondialdeido),
determinado pelo método de TBARS (substéncias reativas ao acido
tiobarbitirico} (BUEGE & AUST, 1978). O Aacido ticbarbittrico
forma complexos de cor avermelhada com aldeidos de baixa massa
molecular, gue S&0 produtos finais da cadeila de
lipoperoxidagdo, entre os gquais o MDA. Estes complexoé podem

ser detectados por espectrofotometria, a 535nm (GUTTERIDGE &

HALLIWELL, 1990).

- N — ] N
o ﬂ HG = 8H 8 ™ O HO o SH
HC—CH,~ CH * 2 Ee— @2!-!20
'
— N\\ R N N
— OH - OH OH
MBA TBA 1 MDA 2 TBA

Figura 6. Formac¢do do complexo MDA:TBA

Os segmentos de raiz foram pesados (50mg de massa fresca)
e homogeneizados em HEPES 10mM, pH 7,0, a 4°C. O homogeneizado
foi transferido para um meio contendo TCA-TRBA-HCL (15% p/ve-
0,37% p/v-0,25N) e BHT (butilhidroxitolueno) 0,01%. A adicdo de
BHT aco reagente TCA~TBA-HCl no momento de sua utilizacdo, evita
a auto-oxidagdc de lipidics catalizada por metais, durante o

aguecimento com o reagente tiobarbittrico (BUEGE & AUST, 1978).
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A mistura fol a seguir aquecida a 80°C por 15 minutos e
rapidamente resfriada em banhc de gelo. Apds centrifugacdo a
1.000g por 10 minutos, a absorbincia do sobrenadante foi lida a
535nm e os valores foram convertidos em equivalentes de MDA,
utilizando-se o coeficiente de absorcéc molar de 1,56 x 10°.cm™
(BUEGE & AUST, 1978).

O processo de peroxidagdo lipidica, descriteo por BUEGE &
AUST (1978) e GUTTERIDGE & HALLIWELL (1990), apresenta as

seguintes etapas:

Ho o, 0-0°
VN Y Y N VA VanN S Vo Vo
a b c d
9 f o-0 . ﬁ/////: OOH
R O e

H H

Figura 7. Processo de peroxidacdo lipidica

Acidos graxos poli-insaturados (a) sido particularmente
susceptiveis a peroxidagdo, que inicia com o ataque de algumas
espécies quimicas que sejam suficientemente reativas para
retirar um atomc de hidrogénio de um carbono metilenc da cadeia

de um &cido graxc. Uma vez que o atomo de hidrogénio tem apenas

um elétron, sua remoc¢do deixa um eletron desemparelhado no
atomo de carbono ao qual estava ligado, formando um radical
lipidico (b). O rearranjo de ligacdes duplas resulta na

formacdo de dienos conjugados (c). Em células aerdbicas, o
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radical de carbono pode sofrer um rearranjo molecular, seguido
por reacgédoc com 0, para formar um radical peroxil (d). Este pode
atacar proteinas de membrana, retirar um hidrogénioc de um acido
graxo adjacente para formar um hidroperdxido (e}, ou formar um
endoperdxido lipidice (f). A formacido de endoperdxidos em
dcidos graxoes insaturados contendo ligagdes duplas
interrompidas por, pelc menos 3 metilenos, pode levar a
formagdo de MDA (g) e outres aldeides como produto de
hidréliise. Uma wvez iniciado, o processo @ de perokidagéa

prossegue Ccomo uma reagao em cadeia de radical livre.

3.7. Determinacio da fluldez de membranas pela técnica de EPR

espectroscopia com marcadores de spin.

A organizagdo dos lipidios de membrana e sua mobilidade
podem ser avaliadas por espectroscopia EPR (ressonéncia
paramagnética do elétron), utilizando-se marcadores de spin
(ALONSO et al., 1995). Um dos tipos mais comuns desta técnica
consiste na incorporacgdo de marcadores de spin de acidos graxos
em membranas celulares. Marcadores de spin anélogos aos
componentes naturais de membranas, tails como acidos graxos, Ssé&o

gsintetizados com um grupo nitréxide ligado & molécula. Este

grupo tem um sinal de ressondncia paramagnética eletrénica
muito conhecide e é capaz de fornecer informacdes sobre a
dindmica do meio blolégico em que se encontra, particularmente

sobre a flexibilidade das cadeias ¢graxas da membrana. 0s acides
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graxos marcadores de spin 5-, 12~ e 16-DSA (acido doxil
estedrico} s&o andlogos ac acido estearico, tendo um radical
nitroxido ligado em diferentes posicgdes da cadeia: C-5, C-12 e

C-16, respectivamente (Figura 8).

5.-D8A

12-DSA 16-DSA

N-O N-0

Figura 8. Marcadeores de spin: 5, 12 e 16-DSA (SUBCZYNSKI et
al., 1992).

Estes marcadores tornam—-se orientados na membrana de
tal forma gque o eixo longo da molécula fica paralelo aos acidos
graxos de fosfolipidics (WATANABE et al,, 1990) e permitem a
avaliacdo do gradiente de fluidez da membrana.

Numa primeira etapa do trabalho, foi realizada a marcacéo
de membranas com tecidos intactos de pontas de raiz (in vivo).
Numa segunda atapa, utilizaram-se o8 marcadores sobre
preparacdes microssomais de segmentos de raiz.

Para as determinagdes in vivo, uma aligquota da sclucéo

estoque do marcador (1 a 3 pL) dissolvido em etanol (5mg mL™!),

foi colocada sobre um vidro de reldgio, adicionando-se a seguir
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0os segmentos apicais {(lmm) de raiz (20mg de massa fresca),
suspendideos em 300 pL de tampdo fosfato de sbddio 0,2M, pH 7,4,
com 1lmM EDTA. Esta mistura foi incubada durante 5 minutos, com
leve agitacgéo, utilizandeo-se um pequeno pincel. Apds a
marcacace, os fragmentecs de raizes foram introduzideos em um tubo
capilar (25ul) e transferidos para ¢ equipamentc de EPR.

A medida do grau de fluidez da membrana é estimada a
partir do parametro de ordem S, como descrito por GAFFNEY
(1976) . Este parametro empirico pode variar de 0 a 1, sendo gque

baixos valores de S correspondem a uma membrana mais fluida

(movimento livre), enquanto altos valores refletem uma membrana
mais ordenada (estade mais rigido). O valor de S é calculadeo

pela £6rmula de GAFENEY (1876), a paftiz dos parametros 277,
(2T 'paralelo} e 2T7: {(27'perpendicular), obtidos graficamente,

conforme mostrade na Figura 14, do item Resultados.
No caso do movimento répido, avaliado pelo marcador
16-DSA, o cédlculo de 5 néo é possivel, uma vez que © pardmetro

2T%;; ndc é bem resolvido. Neste caso, a anadlise do espectro
permite o calcule do tempo de correlacdo rotacional, ou 1.. Este

parédmetro corresponde a taxa de movimento do marcador & medida

que ele gira ao redor de seu eixo. Um aumento na fluidez da
membrana é identificado por um menor valor de 1, que pode ser

calculado pela férmula de SIMON (1979}, utilizando-se os

parametros mostrados na Figura 14.
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Neste trabalho foram determinados os espectros de EPR
com oS5 trés marcadores: 5-, 1Z2- e 16-DSA, em amostras de
segmentos de raizes de pléntulas submetidas a vVAarias
temperaturas.

Com a finalidade de comparar os espectros obtidos com
0 usoc dos marcadores em tecidos intactos de raiz (in vivo), com
a técnica de utilizacdo dos marcadores em membranas isoladas
(in vitro), efetuaram-se extra¢des de membranas microssomais de

segmentos de raiz, as quals foram aplicados os marcadores.

3.7.1, Isolamento de microssomas

Para isolamento de microssomas de raiz seguiu-se a
metodologia de BASU et al. (1994), com algumas modificacdes.
Segmentos apicais de raiz (1,5 de massa fresca) foram
macerados em meio de homogeneizacdo, a 4°C, consistindo de:
50mM HEPES, ZuM PMSF (fluoreto de fenilmetil sulfonil), 1mM DTT
(ditiotreitol) e 1mM EDTA (pH ©6,5). O  homogenado  foi
centrifugade a 20.000g por 20 minutos. © sobrenadante foi
centrifugadec novamente a 105.000g por 60 minutos. A fracao
microssomal {("pellet") foi a seguir ressuspendida em 50ul. de
tampdo fosfato 0,05M, pH 7,4. Aliquotas desta fracdc foram
utilizadas para andlises de EPR, conforme descrito

anteriormente para as preparacdes de segmentos intactos de

ralz.
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3.8. Medidas da atividade enzimatica

Para verificar o efeito de temperaturas baixas sobre a
capacidade antioxidante da raiz de café, foram avaliadas as
atividades de algumas enzimas de varredura de radicais livres,
a saber: ascorbato peroxidase, guaiacol peroxidase, catalase e

glutationa redutase.

3.8.1. Extracdo das enzimas

O extrato para ensaio de atividade enzimatica foi obtido
conforme descrito por BURDON et al. (1994), com algumas
modificacdes. Aproximadamente 200 mg de massa fresca de
segmentos apicals de raiz foram rapidamente homogeneizados a
4°C, em 5 ml. do meio de extracdo, contendo: 50mM tampio
fosfato, pH 7,8, 0,2mM EDTA, 0,1% {(p/v) BSa, 0,1% (p/Vv)
ascorbato, 0,05% (p/v) f-mercaptcoetanol, 0,2% {v/v) triton
X-100, 0,5% (p/p} PVP. Seguiu-se centrifugacdoc a 10.000g por 10
minutos. C sobrenadante obtido foi imediatamente desalinizado
em coluna Sephadex G-50, pré-equilibrada com 100mM tampdo
fosfato (pH 7,0), contendo 0,2mM EDTA, e foi utilizado para
ensaic das enzimas antioxidantes. A dosagem de proteinas do
extrato fol feita pelo método de BRADFORD (1676), usando RSA

como padrdo.
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3.8.2. Avaliacdo da atividade enzimdtica

A atividade de ascorbato peroxidade (EC 1.11.1.11) foi
determinada de acordo com NAKANO & ASADA (1981), monitorando-se
a taxa de oxidagdo de ascorbato a 290nm, a 25°C (E=2,8mM ‘cm™) .
O meio de reac¢do, com volume final de 3,0mL, foi composto de
50mM tampdo fosfateo, pH 7,0, 0,5mM ascorbato, 0,1mM EDTA, 0,1mM
perdxido de hidrogénio e 0,2mL de extrato da enzima. A reacdo
foi iniciada com a adigcido de ascorbato, e © decréscimo na
absorbancia foi accmpanhadc de 10 a 180 segundos apds esta
adicdo.

Guaiacol peroxidase (EC 1.11.1.7) foil ensaiada conforme
NAKANC & ASADA (198l), em meic similar ao descritoc para
ascorbato peroxidase, porém adicionou-se 18uM pirogalol ao
invés de 0,bmM ascorbato. A oxidacgdo de pirogalol dependente de
perdxido de hidregénic foi acompanhada a 25°C, no escuro
durante 180  segundos a 430nm, devido & formacdo de
purpurogalina, tendo coeficiente de absorbancia de 2,47mM ‘cm™.

A atividade de catalase (EC 1.11.1.6) fol avaliada segundo
netodologia de CAKMAK et. al, {1893). O meio de reacgdo de 3mlL,
continha 25mM tampdo fosfato, pH 7,0, 10 mM H.0, e 0,1lmL de
extrato da enzima. A decomposicio de perdxido de hidrogénio foi
medida acompanhando-se o decréscime na absorbancia a 240nm
(£E=39, 4mM'cm™), a 25°C, durante 180 segundos.

A avaliacgéo da atividade de glutationa redutase
(EC 1.6.4.2.) baseou-se no método descrito por CAKMAK et al.,

(1993), seguindo-se o decréscime na absorbancia a 340nm, devido
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a4 oxidacéo de NADPH (E=6,2mM‘'cm™), a 25°C, durante 30 minutos.
A mistura de reagao consistiu de 25mM tampdo fosfato pH 7,8,

0,5mM glutationa oxidada (GSSG), 0,12 mM NADPH e 0,1lmL extrato.

3.9. Reducédo de TTC (Cloreto de Trifeniltetrazdlio)

Em adig¢do as medidas de taxa de calor metabdlico, por
calorimetria, a atividade de desidrogenases nas células de raiz
de pléntulas de café foli avaliada através da capacidade de

redugdc de TTC, apOs exposicdo & temperatura de resfriamento.
A capacidade de redugdc de TTC por segmentos de

extremidades de raiz foi determinada conforme RBURDON et. al.
(1994, com algumas modificacdes. Segmentos de raiz
(aproximadamente 30mg de massa fresca) foram coletados,
pesados, e transferidos para 2mL de tampido fosfato 50mM,
pH 7,0, contendo 1% de TTC. As amostras foram incubadas poxr 99
minutos, no escuro, a 25°C. A seguir, o TTC foi removido e ¢s
segmentos de raiz foram macerados em 3mL etancol 95% (v/v), para
extracdo de formazan, resultante da redugioc de TTC. A amostra
fol centrifugada a 500g por 5 minutos e a absorbéncia do
sobrenadante foi determinada a 485nm. A capacidade de reducédo

de TTC foil calculada em fungdo do peso fresce das amostras e
expressa como Abs.mg™ ' (Massa Fresca). Testes preliminares com

fragmentos de raiz fervidos ndo mostraram reducgdo de TIC.
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4. RESULTADOS
4,1. Medidas de crescimento

A analise do crescimento de radiculas de pléntulas de café
mostrou que a regido de alongamento da raiz primdria limitou-se

ao primeiro milimetro apical, o gqual apresentou uma taxa de
expansdo de 2,45 + 0,26mm.dia™, em pléantulas com 30 dias de
idade, mantidas a 25°C.

Os tratamentos de resfriamentc das pléantulas a 5 e 10°C,

durante 6 dias consecutivos, inibiram completamente o
crescimento da raiz, mas afetaram apenas parcialmente a
expansdo radicular a 15 e 20°C, em comparagdo ao controle,
mantido a 25°C {Figura 9). A capacidade de retornar a taxa de
crescimento normal apds o©s tratamentecs de resfriamento &
mostrada também na Figura 9. Observou-se que quando as
plantulas retornaram a temperatura de 25°C, & o crescimento foi
avaliado apds 6 dias, as pléantulas anteriormente submetidas a
tratamentos de 15 e 20°C foram capazes de retomar o

crescimento, © gque ndo ocorreu nas plantulas tratadas a 5 e

10°C.
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Figura 9. Crescimento de raizes de pléntulas de café expostas a
tratamentos de resfriamento por 6 dias {circulos fechados) e

apbés transferéncia para 25°C por mais 6 dias (quadrados

abertos). Valores sdo médias de 10 repetigdes * desvio padréo.
4,2. Calorimetria e crescimento

As Taxas de calor metabdlico dos segmentos apicals de raiz
mostraram-se sensivelmente mais baixas nas raizes das pléntulas
expostas as temperaturas inferiores a 15°C, indicando uma
transicé&c dependente da temperatura ao redor de 15°C (Figura
10). Os dados desta curva foram utilizados para célculo da
energia de ativagac Ea, usando a equacdc de Arrhenius:

log taxa de calor = Ea/2,3 RT

onde R & a constante dos gases e T temperatura abscluta.
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Na pratica, o valor de Ea foi determinadc a partir da
inclinacdce da reta log taxa de calor versus 1/T (Figura 10). 0O
valor de Ea para temperaturas entre 10 e 15°C (Ea=29,0kcal/mol)
fol cerca de 4 vezes maior do gque na faixa de t_émperatura de 15

a 25°C {Ea=7,0kcal/mol).
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Figura 10. Graficc de Arrhenius de taxas de calor metabdlico de

segmentos apicais de raizes de plantulas de café expostas a

temperaturas de resfriamento por 6 dias. Valores sdo médias de

3 repeticdes + desvio padrio.
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Observou-se também uma estreita correlacdoc entre taxas de
crescimento e taxas de calor metabélico (Figura 11). Nota-se
que, nas plantulas submetidas a 10°C ¢ crescimento da raiz foi

totalmente inibido, engquanto a taxa de calor metabdlico foi de

0,66 uWatt.mg ' (MF), que corresponde a 27% do controle, a 25°C.
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Figura 11. Correlacdo entre taxas de calor e de crescimento em

segmentcs apicais de plantulas de café expostas a temperaturas
de resfriamentc. As barras verticais e horizontais indicam

desvio padréo.

Os resultados mostram gque ocorreu uma gqueda continua,

tanto na taxa de crescimento da raiz quantoc na preoducdo de
calor metabdlice, & medida que a temperatura diminuiun de 25

para 10°C, sendo esta queda bem mais acentuada no intervalo

entre 1% e 10°C.
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4.3. Respiracgdo e calorimetria

O consumo de oxigénio nos segmentos apicais de raizes de

plantulas de <café crescidas & temperatura de 25°C foi
de 0,54 + 0,06 nmolO;.min*.mg'(MF} e a taxa de calor

metabdlico correspondeu a 2,41 + 0,23 uw.mg*(MF). Para efeito
de comparac¢do com 08 valcores de taxa de calor metabdlico, os
dados obtidos com as duas técnicas foram expressos na mesma
unidade, optando~se por transformar os valores da taxa de calor
em consumo de oxigénio, conforme os cédlculos apresentados a
sequir.

A taxa de calor metabdlico de 2,41 pW.mg ' (MF) corresponde

a 2,41 uJ.s'.mg'{MF), pois W=j.s'.

Convertendo-se Jjoule em
caloria,a taxa de calor se torna igual a 0,58 pcal.s '.mg™' (MF).
Considerando-se o intervalo de tempoc de um minuto, tem-se
34,59 pcal.min™ .mg ! (MF). Sabendo-se que no processo de
oxidacdc metabdlica de 1 mol de glicose s&c gerados

aproximadamente 320kcal (WANG et al., 1979), a taxa de calor

metabélico obtida nos segmentos de raiz corresponde a uma
utilizagdo de 0,11 nmol de glicose.min™.mg'(MF). Como a

oxidagdo total de 1 mol de glicose utiliza 6 mol de 0;, tem-se
que a taxa de calor obtida equivale a um consumo médio de
0,65 £ 0,06 nmolO;.min'.mg ™" (MF), que ndo difere do valor de
resplracéo avaliado por eletrodo de oxigénio:

0,54 + 0,06 nmolO;min™'.mg™ (MF). Estes calculos indicam que as
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medidas da taxa de calor metabdlico da raiz, obtidas por
microcalorimetria de conducde, refletiram essencialmente o

rmetabolismo aerébico.
4.4, Liberacidoco de eletrdlitos
A taxa de liberacdo de eletrdlitos pelas raizes apresentou

um aumento acentuado nas plantulas expostas a 5 e 10°C, em

comparagao com os tratamentos a 15, 20 e 25°C (Figura 12).
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Figura 12. Liberac&c de eletrdlitos por segmentos apicais de

raizes de plantulas de café expostas a temperaturas de
resfriamento por & dias {circulos fechados) e apods
transferéncia a 25°C por mais 6 dias (quadrados abertos).

Valores s&o medlias e desvioc padrdc de trés repetigdes.
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Para investigar se as plantas afetadas pelo resfriamento
seriam capazes de recuperar gquando transfexidas de wvolta a
temperatura de 25°C, as plantas foram expostas novamente a
temperatura do controle por um periodo adicional de 6 dias, e
foram feitas novas avaliagdes das taxas de liberacdo de ions.
Observou-se gque apds ¢ retorno a temperatura de 25°C, as
plantulas anteriormente submetidas a 5 e 10°C continuaram a
perder eletrdlitos (Figura 12), sugerindo  gue ocorreram
alteragfes irreversiveis na permeabilidade _das memﬁranas,

durante o periodo de exposigdo as temperaturas de resfriamento.

4.5, Peroxidagdo de lipidics

A Figura 13 mostra gque durante os 5 primeiros dias de
exposigdo das plantulas & temperatura de 10° ndoc fol detectado
aumento no processo de peroxidagdc de lipidios, © gue ocorreu a
partir do sexto dia de fratamento em condic¢des de resfriamento.

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram um
significativo aumento na formacdo de malondialdeido em raizes
expostas a 10°C por 6 dias, sendo os valores 44% mais altos no

tratamento por resfriamento, comparado com o contrcle a 25°C.
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Figura 13. Variagdes na peroxidacgdoc lipidica em segmentos
apicais de raizes de café, em fungdc do tempo de exposigdo das
plantulas as temperaturas de 25°C (quadrados) e 10°C (circulos).

Valores sdo médias e desvio padrdo de 4 repetigdes.

Tabela 1. Alteragdes na peroxidagdoc de lipidics em segmentos
aplicais de raizes de pléntulas de café expeostas a temperaturas
de resfriamento por 6 dias. Valores sio médias e desvio padréo

de 4 repeticdes.

Temperatura {(°C) MDA [nmol.g™t (MF)]
10 9,79 + 0,51a
15 6,98 + 0,48b
25 6,76 *+ 0,96b
*As médias seguidas pela mesma letra nao diferem

significativamente, com P <€ 0,05 {(Teste de Tukey)
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4.6.Fluidez de membranas

A figura 14 apresenta os espectros de EPR a 25° para os
marcadores de spin 5-, 12- e 16~DSA, incorporados em membranas
celulares de segmentos apicals de raizes de pléantulas
aclimatadas a 25°C e em microssomas obtidos dos mesmos tecidos.

Devido & grande forga hidrcocfébica destes marcadores de
spin, e as condi¢des adequadas de preparacdo das amostras,
estas sondas foram capazes de penetrar a parede celular e

intercalar com os lipidios de membrana, sendo os espectros de

EPR similares aos espectros observados em membranas plasmaticas

(ALONSO et al., 1995). 0Os espectros obtidos mostram que os
marcadores se distribuiram adequadamente na membrana em tecidos

intactos e em microssomas.

42



2T,

2T,

R 20 G
¥ -
- I“""‘—
0
= L =C o 1,723 C=14-0,053T,-T',)
T'// +2T,L "”“'2C
.= K.Wy[(hy /h_)V2 -1] K =6,5x10"1%G™!

Figura 14. Espectros de EPR a 25°C dos marcadores de spin 3-,
12- e 16~-DSA em membranas celulares de segmentos intactes de

railzes de pléantulas de café (a,b,c} e em microssomas (d,e,f).
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Medidas do parémetro de ordem §, utilizando o marcador de
spin 5-DSA, durante 7 dias consecutives, mostraram que o grau
de fluidez das membranas permaneceu estével durante os 4-5 dias
subsequentes & ilmposicdo do tratamento de resfriamento (Figura
15). A partir do quinto dia de tratamento das pléntulas a 10°C
as membranas celulares tornaram-se gradualmente mais rigidas,

alcangandc altos valores de S no sétimo dia de observacéo.
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Figura 15. Variac¢des nc parémetro de ordem S, para 5-DSA,
estruturado em membranas de segmentos apicais de raizes de
pléantulas de café, em funcdo do tempo de exposicd3c das

pléantulas a temperatura de 10°C. Valcores sdo médias e desvio

padrac de trés repeticdes.
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O aumento na rigidez de membranas celulares apds exposigéo
das pléntulas de café & temperatura de 10°C, fol detectado

também com o marcador de spin 16~-DSA, conforme indicado pelo
aumento significative no parametrc 7., comparado com 15 e 25°C

{(Tabela 2).

Tabela 2. Parametro de OCrdem 8, para 5-~DSA, e Tempcoc de
Correlacdo Rotacional, To, para 16=-DSA, a 25°C, ambos

estruturados em segmentos apicais de raizes de pléantulas de
café submetidas a diferentes temperaturas, fdurante & dias.

Valores séo médias e desvio padréoc de 3 repetigdes.

Temperatura de g Tc

tratamento (°C) (nanosegundos)
10 0,722 + 0,002a 2,17 £ 0,08a
15 0,700 £ 0,005b 1,77 £ 0,12b
25 0,698 £ 0,004b 1,82 £ 0,09

As médias em cada coluna seguidas pela mnesma letra né&o

diferem significativamente, com P £ 0,05 (Teste de Tukey)

Uma vez gue foram detectadas alteracdes na fluidez de

membranas celulares em plantas submetidas & temperatura de
10°C, nos espectros obtidos a 25°C, optou-se por fazer um estudo
mais detalhado <com os marcadores de spin, obtendo-se o8
espectros de EPR em diversas temperaturas, :de 5 a 25°C, a
intervalos de 1°C. A Figura 16 apresenta as alteragbes dos

pardmetros 2T';,, e S, em fungdc da temperatura de corrida dos
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espectros, utilizando-se o marcador 5-DSA. As  medidas foram
feitas com plantulas submetidas as temperaturas de 10, 15 e
25°C, em tecides intactos de ralzes, e em micreossomas de
plantas mantidas a 25°C. A fluidez da membrana foi a mesma, nas
plantas mantidas a 25°C, tanto quantc avaliada em tecides
intactos, quantc em membranas microssomais. As membranas de
plantas expostas a 10°C apresentaram menor grau de fluidez, em

toda a faixa de temperatura do espectro (5 a 25°C).
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Figura 16. Parametros de EPR do marcador de spin 5-DSA em

membranas celulares de segmentos intactos de raizes e em

microssomas do mesmo tecido, em funcdo da temperatura durante

as medigdes. Os simbolos indicam trés tLemperaturas de
tratamento para tecidos intactos: 10°C {guadrado), 15°C
{tridngulo} e 25°C (circulo). 08 microssomas {circulc aberto)

foram obtidos de plantas mantidas a 25°C. As médias e desvig

padrédc foram obtidos de 3 experimentos independentes.
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C marcador 12-DSA mostrou-se pouco sensivel as alteragdes
na fluidez das membranas 1induzidas ©por tratamentcs de
resfriamento, pois o parémetro 2T',, e ¢ pardmetro de ordem S
ndo detectaram diferengas entre as temperaturas de 10, 15 e

25°C (Figura 17).
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Figura 17. Parametros de EPR do marcador de spin 12-DSA em

membranas celulares de segmentcs intactos de ralzes e em

microssomas do mesmo tecido, em funcdo da temperatura durante
as medigfes. Cs simbolos indicam 3 temperaturas de tratamento
para tecidos intactos: 10°C (quadrado), 15°C (tridngulo) e 25°C
(circulo}. 0Os micreossomas {(circulo aberto) foram obtidos de
plantas mantidas a 25°C. As médias e desvio padréo foram

obtidos de 3 experimentos independentes.
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A curva de 2T',, versus temperatura para ¢ marcador 12-DSA
(Figura 17-A), apresentou nas amostras de microssomas um
acentuado aumento na fluidez a partir de 12°C, prosseguindo até
21°C, gquando ocorreu a perda de resolucdo do pardmetro 2T',,,
ndo permitindo consequentemente o calculo do pardmetro de ordem

além desta temperatura (Figura 17-B).

Os valores do tempo de correlagdo rotacional, %., avaliados
através do marcader 16-DSA, em fun¢dc do reciproco da
temperatura absoluta, s&c apresentados na Figura 18. Esta

sonda, gque se localiza mais profundamente na membrana, também

detectou maior grau de rigidez da membrana em plantas

submetidas a 10°C, o que pode ser inferido pelos valores mais
altos de 1. destas amostras. Cbservou-se também gque o efeito de

rigidez sobre a membrana fol maior para as temperaturas mais
baixas do espectro, tanto para microssomas quanto para tecidos
intactos. 0Os wvalores de tempo de correlacdo rotacional
avaliados em microssomas obtidos de plantulas mantidas a 25°C
foram similares aos de tecidos intactos dos tratamentos a 15 e
25°C, na faixa de temperatura de 5 a 20°C, e um DPOUCO menores na

faixa de 20 a 25°C.
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Figura 18, Grafico de Arrhenius do tempe de correlacdo

rotacional (1.} do marcador de spin 16-DSA, estruturado em
membranas celulares de segmentos intactos de raizes e en
microssomas do mesmo tecido, em funcdc da temperatura durante
as medigdes. Os simbolos indicam 3 temperaturas de tratamento
para tecidos intactos: 10°C (quadrado), 15°C (tridngulo) e 25°C
{circulo). 0Os microssomas (circule aberto) foram obtidos de
plantas mantidas a 25°C. As anadlises de regressdc foram feitas
considerando-se o©os intervalos de temperatura 25-15°C e 15-5°C,
As médias e desvio padrido foram obtidos de 3 experimentos

independentes.
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As curvas apresentadas na Figura 18 mostram discretas
diferencas nos coeficientes de inclinagdo para os intervalos de
temperatura de 5 a proximo de 15°%¢ e de aproximadamente 15 a
25°C. As mudancas nas inclinacdes, que foram mais evidentes nas
plantulas submetidas a 15 e 25°C, sugerem uma transicdo de fase
ao redor de 15°C. As inclinagdes nos graficos de Arrhenius
foram utilizadas para o célculo da energia de ativacdo para o

marcador 16-DSA, apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Energia de ativacdo para a difuséo rotacional do

marcador de spin 16-DSA em membranas celulares de raizes de
plantulas de café submetidas a diferentes temperaturas de
tratamento. As meédias e desvio padrdo foram calculados a partir

dos dados da Figura 18.

Temperatura de E. (Kcal/mol}

tratamento (°C) 25-15°C 15-5°C
10 4,8 + 0,7a° 5,4 + 0,5a
15 2,2 * 0,6k 4,5 4+ 0,7a
25 2,5 £ 0,5b 4,9 + 0, 8a

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem

significativamente, com P £ 0,05 (Teste de Tukey)

Nas trés temperaturas de tratamento (10, 15 e 25°C) a
sonda detectou a mesma barreira de energia (4,5-5,4 kcal/mol)
para seu movimento de reorientaclo na faixa de temperatura de 5

a 15°C. Entre 15-25°C, a energia de ativacdo naoc variou para
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plantas submetidas a 10°C, mas foi significativamente mais
baixa {2,0-2,5 kcal/mol) nas plantas tratadas a 15 e 25°C.
Desta forma, enquanto as plantas tratadas a 10°C apresentaram
aparentemente a mesma fase de membrana, em toda a faixa de
temperatura em que foram feitas as medigdes, as plantas
submetidas a 15 e 25°C sofreram uma aparente transicdo de fase
proximo a 15°C. Esta transicdo representa uma mudanca de uma
membrana mais ordenada (5-15°C) para uma mais fluida (15-25°C),
uma condigdo na qual o marcador tem maior liberdéde de

movimento.

4.7.Atividade enzimdtica e reducgdo de TTC

As atividades das enzimas envolvidas nos processos de
detoxificagdo de perdxido de hidrogénio, ascorbato peroxidase,
guaiaccl peroxidase e catalase, responderam diferentemente ao
estresse por resfriamento & temperatura de 10°C (Tabela IV}.
Ascorbato peroxidase e catalase ndo mostraram alteracdes
significativas apbs o tratamento a baixa temperatura, por 6
dias consecutivos, enquantc gque a atividade especifica da
guaiacol peroxidase aumentou 55%. Glutationa redutase, que

promove o fornecimento de glutationa reduzida para a célula,

apresentou decréscimo na atividade, concomitantemente & uma
acentuada diminuigdo na atividade de desidrogenases, avaliada

pela capacidade de redugdc de TTC. As pontas de raizes das
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plantulas ndo mostraram altera¢des no teor de proteinas, apds

exposigdo & temperatura de 10°C.

Tabela 4. Atividade de ascorbato peroxidase, guailacol
peroxidase, catalase, glutationa redutase, reducdo de TTC, e
teor de proteinas de segmentos apicais de raizes de pléntulas
de café, expostas &s temperaturas de 25 e 10°C durante 6 dias.

Valores séo médias e desvio padrdo de guatro repeticées.

Temperatura de tratamento (°C)

25 10
Ascorbato Peroxidase 315,75 £ 56,13a 272,22 £ 11,28a
{nmol Ascorbato .min"l.mg prot. ’1}
Guaiaceol Peroxidase 522,99 £+ 6,24a 810,00 + 70,92b

(nmol purpurcgalina.min™'.mg prot.”’)

Catalase 9,09 £ 1,4la 8,81 &+ 3,27a
(nmol H,C..min '.mg prot.”h)

Glutationa Redutase 14,64 =+ 0,69a 13,29 + 0,72b
(nmol NADPH.min'.mg prot, )

Reducgdo de TTC 3,18 + 0,6la 1,25 + 0,51b
(Abs485nm. gMF "}

Teor de proteina 58,40 + 7,85a 54,23 + 3,88a

{mg.g MF)

As medias sequidas pela mesma letra em cada l1inha ndo diferem

estatisticamente com P < 0,05 (Teste de Tukey).
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5. DISCUSSAD

0Os parametros fisioldgicos, bioguimicos e biofisicos
determinadoes neste trabalho refletiram a sensibilidade de
dpices de railzes de pléantulas de café a temperaturas de
resfriamento, particularmente na faixa de 5 a 10°C. Sob estas
condigdes, o crescimento das raizes foi drasticamente inibido e
foli acompanhadec por uma grande reducdo na taxa de calor
metabdlico e por alteraces significativas na permeabilidade

das membranas, Este comportamento tipico, chservado

frequentemente em plantas sensiveis ao resfriamento, é coerente
com os dados existentes na literatura socbre a sensibilidade do
cafeeiro a baixas temperaturas, que afetam particularmente a
fotossintese (BAUER et al., 1985, 19890; AMARAL, 19891), a
produgdo de cafeina (FRISHKNECHT et al., 1982), o crescimento e
o metabolismo de nitrogénic (AMARAL, 1991). £ importante
destacar que, embora nos diversos estudos realizados
anteriormente em Coffea arabica tenham sido utilizadas plantas
de 8 a 24 meses de idade, foram detectadas alteracdes
fisiclégicas na mesma faixa de temperatura empregada neste
trabalho, com pléntulas de 35 dias de idade. Isto mostra que

ralzes Jovens, obtidas de pléntulas, podem constituir um
sistema sensivel e ficil de obter, visando monitorar processos
fisiclégicos diversos em condigdes de estresse.

A capacidade das pléntulas de recuperar o crescimento apds

retorne a 25°C, mostrou-se altamente dependente da temperatura
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do estresse a qual as plantas foram submetidas anteriormente
(Figura 92). As medidas de recuperagaoc do crescimento,
consideradas como um teste de viabilidade, indicaram danos
irreversivelis aos tecidcs nas temperaturas abaixo de 15°C,
dentro do periocdo analizado. 0s dados de liberacdo de
eletrélitos (Figura 12) também refletem estas alteracdes, pois
mesmo apds retorno as condigdes normais para crescimento, as
plantulas anteriormente submetidas as temperaturas de 5 e 10°C,
continuaram a perder eletrélitos. O aumente na liberaééo de

ions que ocorre durante injlria por resfriamento, indica perda

parcial da permeabilidade seletiva (LURIE et al., 1994) em
consequéncia de danos estruturais nas membranas {GRAHAN &
PATTERSON, 1982) e diminuigi&o da disponibilidade de energia
para manutengac dos gradientes idnicos através das membranas
(SCBCZYK et al., 1985).

O conjunto de dados obtidos neste trabalho parece refletir
a influéncia destes dois fatores sobre a liberacido de
aeletrotitos pelas raizes de café, sob condigtes de
resfriamentc, pois tanto observaram-se mudancas estruturais em
membranas, caracterizadas por aumentos na rigidez (Figura 15) e
peroxidagde lipidica (Figura 13), quanto ocorreram danos

acentuados no metabolismo aerdbico dos tecides, indicados por

microcalorimetria (Figura 10 ) e capacidade de reducdo de TTC
(Tabela 4).
As taxas de produgdo de calor, avaliadas em pléantulas

submetidas a diferentes temperaturas, mostraram estreita
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correlagdo com as taxas de crescimento das pléntulas crescidas
na mesmas condig¢des (Figura 11). Uma correlagao entre estes
dois parédmetros foi relatada por HANSEN et al. (1992), porém em
auséncia de estresse. FEstes autores mediram a liberacido de
calor de meristemas apicais de diferentes clones de Sequoia
sempervirens, e observaram gque as taxas de calor foram
linearmente relacionadas & taxa de crescimentc em clones de 60
dias de idade e em Aarvores de 25 anos. Estes resultados
sugeriram que as medidas de taxa de calor metabdlico podem ser

utilizadas como um meio eficiente e simples para seleclo de

arvores de sequoia com potencial genético para crescimento
réapido.

A Figura 11 mostra ainda que & possivel obter com a
técnica de microcalorimetria um parédmetro  bioenergético
importante, que & a energia de manutencdo. Nota-se que nas
plantas submetidas a 10°C por um periodo de 6 dias, ndo ocorreu
crescimentc da raiz, contudo, a taxa de calor metabélico da
regido de alongamento da raiz foi de 0,66 puW.mg ' (Massa Fresca),
gue corresponde a 27% do controle mantido a 25°C. Esta taxa de
calor, detectada em auséncia de crescimento, refere-se a
energia de manutencdo (PENNING DE VRIES, 1975), e significa o

custo energético minimo para manter a atividade metabdlica em

condi¢des de estresse. Este custo inclui respiracldo para
"turnover" de proteinas, Acidos nucleicos e 1lipidios de
membrana, manutengdc de gradientes idnicos, e adaptac¢bes

fisioldgicas para manter a atividade celular.
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Os dados de microcalorimetria mostram qua as reducSes na
taxa de «calor metabdlico foram bastante acentuadas nas
temperaturas inferiores a 15°C, indicando uma transicgdo
dependente da temperatura ao redor de 15°C (Figura 10), com
grandes aumentos na energia de ativacdo abaixo desta
temperatura. Comportamento semelhante ao de raizes de plantas
de café foi relatado por CRIDDLE et al. (1988), em culturas de
células e segmentos apicais da parte aérea de plantas de
tomate, utilirando calorimetria diferencial de Varredura‘(DSC}.

Estes autores mostraram através de graficos de Arrhenius,

alteragbes bruscas nas inclinagbes das curvas a temperaturas
criticas de 1l e 14°C. Os desvios da linearidade corresponderam
a um aumento na energia de ativacdo de 13,1 para 23, 6kcal.mol™.
Por outro lado, em preparacdes de tecidos de cenoura, uma
espécie considerada tolerante ao resfriamento, o desvio da
linearidade s6 ocorreu proéxime a 0°C, Da mesma forma, Larix
laricina, uma conifera do hemisfério Norte, caracterizada como
resistente ao fric ndo apresentou descontinuidade nas curvas de

Arrhenius de 1 a 30°C, avaliada por DSC (HANSEN et al., 1989).

As transigbes bruscas nas taxas de calor metabdlico,
observadas por microcalorimetria em espécies sensiveis ao
resfriamento, podem ser atribuidas essencialmente & combinacio
de dois fatores: a) alteragdes estruturais em membranas,
principalmente na fracdo lipidica e b) aumentos na energia de
ativagdo de reagdes enzimaticas, as quais podem estar ou néo

assocladas a mudancas de fase de membranas (GRAHAM & PATTERSON,
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1982). Diversos autores, trabalhando com plantas sensiveis ao
regfriamento, tem identificado descontinuidades em graficos de
Arrhenius do consumo de oxigénio em células vegetais (LYONS &
BREIDENBACH, 1879), bem comoc de atividades de enzimas
envolvidas na respiragdo, como succinato oxidase, em Vigna
radiata (RAISON & CHAPMAN, 1976) e varias desidrogenases, em

soja (DUKE et al., 1977).

A presenga de altos niveils de MDA nos tecides das plantas
de café submetidas ao resfriamento parece indicar uma

acumulagdoc de radicais 1livres de oxigénio nas células,

desencadeando o processe de peroxidacidc de lipidios de
membranas. Quandc o processo de peroxidacdc lipidica ocorre em
mitocdndrias surgem efeitos pronunciades nas enzimas da matriz,
as quais perdem sua atividade, devido principalmente & oxidacdo
de grupos sulfidrilicos essenciais (BINDOLI, 1988). Além deste
efeito, varics componentes da cadeia respiratéria mitccondrial
sa0 sensivels aos dancs peroxidativos, particularmente agueles
localizados entre NADH desidrogenase e ubiguinona, e entre

ubiquinona e citocromo ¢ (BINDOLI, 1988).

Uma adaptacgdo frequentemente utilizada pelas plantas para
limitar o processo de peroxidagdo em membranas consiste no
aumento da producdo de antioxidantes, tais como a~tocoferol,

aclido ascorbico e glutationa, e elevada atividade de enzimas
antioxidantes (SCHMIDT, 1986; BUETTNER, 19923). Neste trabalho

foi wverificado que, apds o tratamento das plantulas de café a
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temperatura de 10°C, as enzimas ascorbaté peroxidase e
catalase, reconhecidas pela agdo antioxidante, ndo alteraram
sua atividade, enquanto que gualacol peroxidase apresentou um

aumento de 55% na atividade especifica.

A enzima gualacol peroxidase, assim como ascorbato
peroxidase é bastante efetiva na via de captura de perodxido de
hidrogénio (ASADA, 1992; MEHLHORN et al., 1996), e sua inducéo
parece estar associada com a acumulacdoe de perdxido de
hidrogénio, em presenga de alto teor de compostos fendlices

reduzidos. Esta induc¢do foi relatada em plantas expostas a

diversos tipos de estresse, tals come exposicdo a radiacgdo UV-B
{(RAO et al., 1296), aumentos nos niveis de 0z e 850, (KUBO et
al., 19985), CO, (SCHWANZ et al., 1896), merciric e cadmio
{SHAW, 1995), deficiéncias de magnésio (POLLE et al., 19294} e
zince (CAKMAK & MARSCHNER, 1993) e infeccidc por fungos
patogénicos (NICKERSON et al., 1993). Recentemente, PRASAD et
al. {1985) relataram a inducgdo da atividade da guaiacol
peroxidase mitocondrial em pléntulas de milho expostas a
temperatura de 14°C. Agqueles autores sugeriram gue  as
peroxidases mitocondriais, tais come gualiacol peroxidase,
desempenham papel similar & catalase na protecdc da mitocéndria

em relacac ao dano oxidativo.

Guaiacol peroxldase tem propriedades gue a distinguem da
ascorbato peroxidase, tails como: a) ascorbato peroxidase

localiza-se principalmente nos cloroplastos e parcialmente no
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citosol, e guaiaccl peroxidase localiza-se no vacuolo, parede
celular, citosol (CHEN & ASADA,1989) e mitocéndria (PRASAD et
al. 1995):; b) guaiacol peroxidase mostra alto grau de
especificidade para guaiaccol e pirogalol, mas pouca atividade
para ascorbato como doador de elétrons (CHEN & ASADA, 1989). E
interessante destacar que, paralelamente as diferencas
estruturais e funcicnais existentes entre estas duas enzimas,
seus substratos e produtos podem interagir, de forma a manter
uma disponibilidade de fendis reduzidos na célula. CHEN & ASADA

{1990) mostraram gue guaiacol peroxidase, extraida de folhas de

espinafre, pode catalizar a oxidacdo de p-amincfenol por H.0,,
produzindo o radical aminofenox gque, por sua vez oxida
ascorbato para produzir radicais monodeidrecascorbato e
deidroascorbato. MEHLHORN et al. (19%96), em recente revisao
sobre a detoxificagdo de perdxido de hidrogénio por peroxidases
dependentes de ascorbato e guaiacel, formulou a hipétese da
existéncia de um "turnover" entre &cido ascédrbice e compostos
fendlicos. Quande gualacol peroxidase extraida de nabo fol pré-
incubada na presenga de &cido caféico, Acido clorogénico e
outros compostos 3,4-diidroxifendliceos, a capacidade da enzima
de utilizar acido ascoérbico comec co-substrato aumentou

consideravelmente, uma resposta que pode estar relacionada &
capacidade do A4cido ascbrbico de reduzir derivados de
o-quinona. Portanto, nestas condigdes os compostos fendlicos

estariam atuande como primeiro agente redutor de peréxido de

hidrogénio e ascorbato como o segundo agente, a semelhanca do
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gue foi relatado por CHEN & ASADA (1990). MEHLHORN et al.,
(1996) sugerem gque ascorbato peroxidase e guaiacol peroxidase
nao sao mutuamente exclusivas na sua capacidade funcional, como
até entdo tem sido considerado. Em certas circunsténcias,
guaiacol perocxidase pode apresentar atividade de ascorbato
peroxidase e vice-versa. Isto confere um grau de flexibilidade
as defesas antioxidantes na célula e pode proporcicnar uma
importante mudanga no metabolismo, gque se divide entre a
biossintese de lignina e a captura de excesso de pexéﬁido de

hidrogénio. Existem referéncias na literatura indicando que a
produgdo de compostos fendlicos aumenta apds exposicdo a baixas
temperaturas (GRAHAM & PATTERSON, 1982) e que estes compostos,
particularmente flavonéides, apresentam propriedade
antiradical, dirigida principalmente a ‘OH, ;" e !0, {FOYER et
al,, 1994), assim como aos radicais peroxil (RCO®) e alcoxil

(RO") (SAIJA et al., 1995).

Os resultados deste estudo com pléantulas de café sugerem
que um mecanismo semelhante ao descrito por CHEN & ASADA (1990)
e MEHLHORN et al. (1996), possa estar operando em células de
pontas de raiz de café, sob condig¢des de estresse, levando ao

consumo de ascorbato para a detoxificacdo de H.0, da célula

diretamente, via ascorbato peroxidase, e para a regeneracio de
compostos fendlicos, que serdo posteriormente utilizados como
substrato pela guaiaccl percxidase. Se a captura de perdxido de

hidrogénio por fenbis ocorrer a uma taxa muito rapida, a
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disponibilidade de fendéis reduzidos poderd decrescer antes que
ocorra a sua regeneragao por ascorbato. Um dos problemas
resultantes desta defasagem ¢é que, quando os fendis sdo
oxidados a guinonas, estas tendem a condensar-se com grupos
reativos de proteinas, especialmente grupos ~SH e -NH, (LOOMIS,

19745 .

Para evitar estes danos oxidativos em proteinas e garantir
o funcicnamentc do mecanismo anticoxidante gue utiliza ascorbato
e fenéis, torna-se portante necessario um fornecimento

simulténeo de ascorbato reduzido. A regeneracdo de ascorbato

reduzidec pode ser catalisada tanto por monodeidroascorbato
redutase dependente de NADH, ou por deidroascorbato redutase
dependente de glutationa reduzida {GSH), acoplada com &
atividade da glutaticna redutase (CAEKMAK et al., 1993). A
literatura apresenta considerédvels evidéncias experimentais
associando a reducgdc de glutationa disulfeto {GSS5G) a
disponibilidade de NADPH (FOYER & HALLIWELL, 1976; WINKLER et
al., 1994). Desta forma compde~se um sistema de acoplamento
redox entre glutationa e ascorbato, essencial para detoxificar
a célula de perdxido de hidrogénio (WINKLER et al., 1994).
Neste trabalho com café pode ser observado que a atividade da

glutationa redutase fol mals bailxa nas raizes das plantulas

submetidas ac resfriamento, do que nas plantas mantidas a 25°C,
sugerindo gque o sistema de acoplamento redox glutationa -
ascorbato fol comprometido, na situacidc de estresse oxidativo

onde, teoricamente, a exigéncia de fornecimentc de GSH pela
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célula seria aumentada. Tudo indica que a disponibilidade de
GSH diminuiu por falta de poder redutor, pois ocorreram nestes
tecidos acentuados decréscimos na atividade de desidrogenases e
na taxa de calor metabdlico. Esta diminuicdo de metabolismo
aertbico pode ter contribuido portanto, para intensificar os

danos induzidos pelos radicais de oxigénio.

Uma abordagem alternativa, empregada neste trabalho para
avaliar o© impacto do estresse por resfriamento em processos
assocliados a membranas, foi a utilizacio da técnica de EPR, um

método ndo invasivo que permite a investigacic de alteracdes

estruturais em membranas de tecidos intactos.

Foi observado que os marcadores de spin derivados de acido
estearico podem ser incorporados em segmentos de pontas de
raizes de café, sob condi¢des gue mantem a integridade das
membranas. Os espectros de EPR obtidos foram  tipicos
{(SUBCZYNSKI et al., 1992) e os valores do pardmetro de ordem S
e do tempo de correlagdo rotacicnal, a 25°C, foram semelhantes

aos de membranas de eritrécitos (ALONSO et al., 1995).

Os dados apresentados neste trabalho mostraram gque em
plantas mantidas a 25°C, o grau de fluidez fol similar, gquando

avaliado em tecidos intactos e em preparacgdes microssomals,

utilizando-se o marcador 5-DSA. Apbds submeter as pléntulas a
temperatura de 10°C, por 6 dias consecutivos, as membranas das
células de pontas de raiz mostraram-se nitidamente mais

rigidas, quande os parédmetros de fluidez foram obtidos com os
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marcadores 5 e 16-DSA. Os dados incluidos na Figura 15 mostram
um padrdoc de variacdo do espectro de EPR semelhante aquele
cbservado para as alterag¢des da concentracido de MDA (Figura
13), sugerindo uma correlacgdo positiva entre estes dois
fendmenos. Este comportamento tornou-se particularmente
evidente apds 6 dias de exposigdo das pléantulas a condicdes de
estresse por resfriamento. Existem varias referéncias na
literatura de que alteracdes no estado fisico das membranas,
come decréscimos na fluidez, podem ser consequéncias de

percxidagdo lipidica, que tem side detectada utilizando-se

marcadores de spin {(DOBRETSOV et al., 1977; BRUCH & THAYER,
1983; WATANABE et al., 1990) e sondas de fluorescéncia (CHEN &
YU, 19%94). A presenga de hidroperéxidos lipidicos no interior
das membranas celulares altera consideravelmente a organizacio
de membranas, devido 4 sua polaridade, podendec afetar a fluidez
da membrana e a permeabilidade, bem come as funcdes de
proteinas presentes em membranas (BURDON et al., 1994). Ha
evidéncias de que a diminuicic da fluidez das membranas apds
peroxidagido lipidica é devide principalmente & formacao de
ligacdes covalentes entre radicais lipidicos adiacentes (CHEN &
YU, 1994, CURTIS et al., 1994), gue poderia levar a um

decréscimoe na liberdade de movimento das cadeias de &cidos

graxos. Estas interacBes entre cadeias de lipidios de membrana
poderiam também causar o© rompimento do arranio de ordenamento
de lipidios, contribuindo desta forma para vazamento de solutos

de membranas (DHINDSA et al., 1981, RICE-EVANS & BURDON, 1993).
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No casco das pléntulas de café, os decréscimos na fluidez de
membranas, observados apos o} resfriamento a 10°c, s&0
regsultantes do alto ¢grau de peroxidagéo lipidica, numa situacgdo
emn  gue a acéo dos gistemas antioxidantes enzimaticos
provavelmente n&c foli suficiente para proteger as membranas dos

danos oxidativos.

O marcador de spin 12-DSA apresentou um padrdo diferente
dos marcadores 5 e 16-D8A, em tecidos intactos . e em
microssomas. Nas plantas mantidas a 25°C, observou-se uma

acentuada diferenca na fluidez de membranas entre microssomas e

amostras de tecidos intactos (Figura 17). © parametro 2T',,
revelou uma bicamada lipidica consideravelmente mais fluida em
microssomas em todas as temperaturas de corrida do espectro de
EPR, e apresentou diferentes inclinacbdes acima e abaixo de
11°C, sugerindo uma transiclo de fase nesta temperatura. E
relevante destacar gue ¢ marcador 12-DSA ndo fci sensivel as
alteragdes na fluidez de membranas induzidas pelo resfriamento,
apresentando valores de 2T7',, semelhantes nos tratamentos a 25,
15 e 10°C. Além disso, os valores de 2T',, em tecidos intactos
foram bem maiores do que os cobtidos para a sonda 5-DSA, em
plantas mantidas a 25 e 15°C. Este resultade foi considerado

inesperado, pois a mobilidade das cadeias polimetileno dos
lipidios geralmente aumenta & medida em que estas se afastam da

regido polar dos lipidics e se aproximam do centro hidrofébice
da membrana {(LIKHTENSHTEIN, 1976; BRUCH & THAYER, 1983).

Existem informa¢des na literatura de gque a formacio de
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complexos proteina-lipidio leva & ocorréncia de micro-regides
dentro da membrana nas quais a mobilidade dos lipidios é
relativamente menor {LIKHTENSHTEIN, 1976; KOSTER et al.,
1994;). Considerando-se os resultados cobtidos neste trabalho, é
razoavel supor que uma eventual proteina estrutural, presente
nas membranas de tecides intactos, e ausente nas preparacbes
microssomals, tTenha contribuido para a limitagdoc do movimento
do marcador 12-DSA, levando aos altos valores observados para o
parametro 2ZT%,,. Esta hipdtese talver pudesse ser inveétigada

através de um  estude mails detalhado destas membranas,

utilizando-se modelos com lipidios isolados, e/ou membranas

intactas incorporadas com marcadores de proteinas.

Diferentemente do marcador 12-DSA, a sonda 16~DSA, gue se
incorpora mais profundamente na bi-camada lipidica, detectou
uma membrana mais rigida em plantas submetidas a 10°C, por 6
dias, como pode ser visto pelos valores mais altos de 1. para
estas amostras (Figura 18). Asg mudangas nas inclinacgdes das
curvas de 1T. versus 1/T, mostradas na Figura 18, foram mais
evidentes em plantas tratadas a 15 e 25°C do que a 10°C, que

mantem aparentemente a mesma fase de membrana em toda a faixa

de temperatura de corrida do espectro. Os dados obtidos com as

plantas submetidas as temperaturas de 15 e 25°C sugerem uma
transigdoc de fase de membrana a temperatura ao redor de 15°C.
Esta transigdo estaria indicande uma mudanca caracteristica de

uma membrana malis ordenada para uma mais fluida, uma condicgéo
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na qual a sonda tem malor liberdade de movimento, na faixa de
temperatura de 15 a 25°C. Abaixo da temperatura de transicdo,
os lipidios assumem um arranjo mais ordenado e compactado, no
qual o marcadcor 16-DSA apresenta uma alta barreira de energia
para seu movimento (Tabela 3). Nesta situacdo, as disténcias
entre as cadelas peroxidaveis dos lipidios sdo mencres e,
consequentemente, mais favoraveils a peroxidacdo (McLEAN et al.,
1992). Esta transicgido de fase de lipidios tem sido apontada
como © mecanismo molecular inicial que desencadeia os sintomas

de injuria por resfriamento em plantas (LYONS, 1973, NISHIDA &

MURATA, 1996). Em espécies sensiveis, a medida que a
temperatura diminui, alguns lipidios da membrana agregam-—-se em
grupces e solidificam, resultando em uma mistura heterogénea de
grupcs liqguido-cristalinos e outros de lipidios solidificados.
A conversac dos lipidicos de membrana do estado liquido-
cristalino para gel é acompanhada por uma agregagdo progressiva
de proteinas de membrana. A atividade normal da membrana pode
continuar enquanto cs lipidios de membrana estédo
predominantemente no estado liquido-cristalino, mas a medida
que ocorre mudanga de fase, a membrana perde sua capacidade
funcional (LYONS & BREINDENBACH, 1979). Lipidios extraidos de

mitocdndrias de algumas plantas sensiveis ao resfriamento, como

s0ja, tomate, pepino e Vigna, quande analisados por EPR e
calorimetria, mostraram uma transicdc de fase em Lemperaturas
que se relacionam com as respostas fisioldgicas das plantas ao

resfriamentc, na faixa de 14 a 15°C (RATISON & ORR, 1986). Por
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outro lado, nenhuma transicgdo de fase fol detectada em lipidios

de plantas tolerantes ao resfriamento, como cevada e trigo.

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que
ocorreram dancs fisioldgicos significativos quando as plantulas
de cafée foram submetidas a temperaturas abaixo da temperatura
de transigdoc de fase dos lipidios, detectada por EPR, e sdo
coerentes com a hipétese de que a sensibilidade do café ao
resfriamento estd relacionada a alteragdes induzidas pela
temperatura na estrutura das membranas celulares, as quais

representariam o primeiro sitio de inijaria, nestas condicdes de

estresse.
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6. CONCLUSOES

O estresse por resfriamento em pléntulas de café expostas
a 10°C por 6 dias consecutivos, foi caracterizade como um
estresse oxidativo, que resultou em percxida¢&o de lipidios,
aumento na rigidez de membranas, vazamento de eletrélitos e
reducdo na atividade metabélica.

0O grande aumento na atividade da enzima guaiacol
peroxidase sugere gue compostos fendlicos podem desempenﬁar um

papel importante no processo de detoxificacio de peréxido de

hidrocgénic em raizes de café.

As alteragdes na rigidez das membranas em resposta ao
resfriamento, foram discriminadas em tecidos intactos com o uso
dos marcadores de spin 5-, 12- e 16-DSA. A mnicro-regifc da
membrana, correspondente ao nivel do carbono 12 da cadeia acil
dos lipidios mostrou-se insensivel as alteracdes peroxidativas,
apresentando-se parcialmente imobilizada, possivelmente por uma
interagdo lipidio-proteina.

Microcalorimetria e EPR se mostraram eficientes para
avaliar a resposta das plantas ao estresse, empregando-se
tecidos intactos, podendo ser utilizadas come critérios para

monitoramento de estresse ambiental e, eventualmente, para a

selecdo de linhagens de café com maior tolerdncia a

rtemperaturas de resfriamento.
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