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RESUMO



A mancha aureolada do cafeeiro, causada pela bactéria Pseudomonas syringae pv.
garcae, é uma doenga emergente na cafeicultura, para a qual tem se buscado
selecionar cultivares resistentes e estudar seus respectivos mecanismos de
defesa.Neste trabalho teve-se como objetivo estudar a composicdo quimica das
folhas das cultivares IAPAR-59 e Mundo Novo 376/4 parcialmente resistente e
suscetivel, respectivamente, a mancha aureolada do cafeeiro. Para isso foram
produzidos extratos aquosos das folhas de cafeeiro e investigada a composicao
quimica e atividade bioldgica destes. Foram quantificados os s6lidos soluveis totais,
teor de fenolicos e flavonoides totais e perfil de fenolicos, além da atividade
antioxidante pelos métodos do DPPH e FRAP. A atividade antibacteriana e a
bioautografia foram realizadas, para se verificar a eficicia dos extratos sobre a
bactéria Pseudomonas syringae pv. garcae e o fungo revelador Cladosporium sp,
respectivamente. Foi possivel verificar que folhas da cultivar IAPAR-59
apresentaram maior teor de compostos fenolicos, flavonoides e sélidos solUveis que
folhas da cultivar Mundo Novo 376/4. Com relagcdo a atividade antioxidante,
IAPAR-59 apresentou maior potencial de sequestro de radicais livres pelo método
do DPPH. Os extratos das duas cultivares ndo apresentaram atividade antibacteriana
in vitro contra P. syringae pv. garcae e ambos apresentaram compostos capazes de
inibir o crescimento do fungo Cladosporium sp. Outros experimentos foram
realizados objetivando avaliar extratos, preparados com diferentes solventes,
provenientes de folhas de IAPAR-59, com e sem inoculacdo de Pseudomonas
syringae pv. garcae. Foi possivel verificar que as folhas de cafeeiro da cultivar
IAPAR-59 sadias apresentaram maior teor de compostos fenolicos e aglcares
redutores. Para a atividade antioxidante, no método do DPPH a fragdo &gua
apresentou a maior atividade, independente da inoculagdo. Pelo método do FRAP, a
fracdo agua das plantas sadias apresentou maior atividade. No teste fungitdxico,
ambas apresentaram compostos capazes de inibir o crescimento do fungo
Cladosporium sp. Foi possivel quantificar na composicao quimica das plantas sem
inoculacdo os &cidos gélico, cafeico e clorogénico, além da vanilina. A cultivar
IAPAR-59 inoculada apresentou maior concentragdo desses compostos e foi
detectada ainda a presenca de um fenilpropanoide, o acido trans-cindmico. A sintese
desses compostos pode ter ocorrido em resposta ao ataque do patdgeno.

Palavras-chave: Metabolismo. Coffea arabica. Resisténcia. Inoculagéo.
Compostos fenolicos. Antioxidante.



ABSTRACT

The bacterial blight of coffee, caused by the bacterium Pseudomonas syringae pv.
garcae, is an emerging disease in coffee, to which has been sought select resistant
cultivars and study their defense mechanisms. In this work had as objective to study
the chemical composition of leaves from IAPAR-59 and Mundo Novo 376/4 cultivars,
partially resistant and susceptible, respectively, to bacterial blight of coffee. To this
aqueous extracts were produced from coffee leaves and investigated the chemical
composition and biological activity of these. The total soluble solids were quantified
phenolic content and total flavonoids and phenolic profile, in addition to the
antioxidant activity by DPPH and FRAP methods. The antibacterial activity and
bioautographic were performed in order to verify the effectiveness of extracts on the
bacterium Pseudomonas syringae pv. garcae and the developer fungus Cladosporium
sp, respectively. It was possible to verify that leaves of cultivar IAPAR-59 had higher
content of phenolic compounds, flavonoids and soluble solids that the leaves from
Mundo Novo 376/4. Regarding the antioxidant activity, IAPAR-59 showed greater
potential to scavenging free radicals by DPPH method. The extracts of both cultivars
showed no antibacterial activity in vitro against P. syringae pv. garcae and both had
compounds capable of inhibiting fungal growth Cladosporium sp. Further
experiments were performed to evaluate extracts prepared with different solvents,
from leaves IAPAR-59, with and without inoculation of Pseudomonas syringae pv.
garcae. It was possible to verify that coffee leaves from IAPAR-59 healthy had higher
content of phenolic compounds and reducing sugars. For the antioxidant activity in
DPPH method the water fraction showed the highest activity, regardless inoculation.
By the FRAP method, the water fraction of healthy plants showed a greater activity. In
the fungitoxic test, both showed compounds capable to inhibit the growth of fungus
Cladosporium sp. It was possible to quantify in the chemical composition of no-
inoculated plants the gallic acid, chlorogenic and caffeic, besides vanillin.The IAPAR-
59 inoculated showed a higher concentration of these compounds and was also
detected the presence of a phenylpropanoid, the acid trans- cinnamic. The synthesis of
these compounds may have occurred in response to pathogen attack.

Keywords: Metabolism. Coffea Arabica. Resistance. Inoculation.
Phenolic compounds. Antioxidant.
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CAPITULO 1

QUANTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS
RELACIONADOS A RESPOSTA DE DEFESA DO CAFEEIRO CONTRA
Pseudomonas syringae pv. garcae

1 INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffeasp.) é amplamente cultivado em paises tropicais,
sendo uma dasculturas de maior importancia econémica do mundo. O Brasil
ocupa posicdo de destaque no mercado internacional, sendo considerado o
principal produtor e exportador dessa commodity, apresentando area cultivada de
aproximadamente 2,2 milhGes de hectares. No Brasil, o cultivo do cafeeiro
ocorre principalmente na regido Sudeste, onde Minas Gerais se encontra como 0
principal Estado produtor, com 54,2% da producdo nacional, seguido pelo
Espirito Santo e S& Paulo (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2014).

Diversos fatores tém limitado a produtividade e o rendimento da cultura
do cafeeiro e entre esses fatores, as doencas estdo entre 0s mais importantes. A
mancha aureolada do cafeeiro, A mancha aureolada do cafeeiro, cujo agente
etioldgico é a bactéria Pseudomonas syringae pv. garcae, causa perdas de até
70% em viveiros e campos localizados em regides sujeitas a ventos fortes,
temperaturas amenas, chuvas frequentes e bem distribuidas (ZOCCOLLI et al.,
2011).

Essa doenca ocorre no Brasil e na Africa, destacando-se 0 Quénia e é
observada principalmente em lavouras novas, com até quatro anos de idade,
como também em mudas (JANSEN, 2005). No Brasil, foi relatada nos estados
de S&o Paulo na década de 50 (AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956), na
década de 70 em Minas Gerais (KIMURA; ROBBS; FERRARI, 1976) e Parana
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(KIMURA; ROBBS; FERRARI, 1976; MOHAN, 1976). Os sintomas podem
ocorrer nos ramos, folhas, flores e frutos novos. As lesdes caracterizam-se como
pardo-escuras, envolvidas por anel amarelado, contorno irregular e tamanho
variavel. Evoluem tornando-se necrosadas e quebradicas. Nas folhas novas as
lesbes apresentam formato circular e sdo circundadas por halo amarelo
(AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956; ZAMBOLIM et al., 1999;
ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

As plantas, ao serem submetidas a algum tipo de estresse, como a
exposi¢cdo a microrganismos patogénicos podem produzir novos metabolitos
secundarios relacionados a defesa, além de aumentar a producdo dos pré-
existentes. Alguns desses compostos podem air na defesa de plantas, fazendo
com que a colonizacgdo desses patdgenos seja retardada ou até mesmo impedida.
Dentre esses compostos, as fitoalexinas, estdo entre os mais importantes. Estas
sdo definidas como compostos antimicrobianos, ndo proteicos, de baixo peso
molecular, biossintetizadas pelas plantas, sendo acumuladas nas células vegetais
em resposta as infeccdes decorrentes a agentes patogénicos e estresses abioticos
(HAHN, 1996; KUC, 1995; SMITH, 1996; WULFF; PASCHOLATI, 1998,
1999).

As fitoalexinas tém sido muito estudadas em diversas espécies de
plantas (DIXON, 2001; GRAYER; HARBORNE, 1994; KEMP; BURDEN,
1986), e a participacdo como um dos principais componentes do sistema de
defesa em cafeeiro foi sugerida por Rodrigues Junior, Medeiros e Lewis (1975),
gue verificaram os genes de resisténcia SH1 e SH2 estavam relacionados a
presenca de compostos antifingicos quando as plantas de cafeeiro eram
desafiadas com uma raca incompativel de Hemileia vastatrix. Alguns estudos
tém sido realizados no sentido de correlacionar os metabdlitos produzidos pelas
folhas de cafeeiro com a resisténcia natural da planta a fitopatdgenos, porém, até

0 presente momento um numero reduzido de metabolitos foi caracterizado
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(CLARKE; MACRAE, 1989, KUSHALAPA; ESKES, 1989; OLIVEIRA,
ROMEIRO, 1990; OLIVEIRA; ROMEIRO; MUCHOVEJ, 1991). Em
experimentos conduzidos sobre condi¢bes controladas muitos compostos foram
capazes de induzir a resisténcia de plantas a patégenos fungicos (ASLAM et al.,
2009), no entanto, ndo ha na literatura relatos sobre essa indugdo em condigdes
de campo, tanto para patossistemas flngicos, quanto para bacterianos.

Diversos estudos realizados em plantas modelos, tais como Arabidopsis
thalianae tomateiros (Solanum lycopersicum) indicaram que a indugdo de
resisténcia envolve o acimulo de fitoalexinas, fortalecimento da parede celular e
sintese de proteinas relacionadas a patogénese (HAMMERSCHMIDT, 2009;
VAN LOON; PIETERSE, 2006). Mert-Turk et al. (1998) demonstraram que a
acumulacdo de uma fitoalexina, denominada camalexina, ocorre durante a
interacdo compativel e incompativel em Arabidopsis infectada com Peronospora
parasitica.

Entender os mecanismos de defesa associados a resisténcia do cafeeiro a
patégenos é fundamental para o desenvolvimento de produtos/compostos
possiveis de induzir a expressao desses mecanismos para a protecdo das plantas.
A utilizacdo desses produtos/compostos denominados indutores de resisténcia
torna-se uma forma mais sustentavel de controle de doengas do cafeeiro, uma
vez que a maneira mais utilizada tem sido a aplicacdo de fungicidas. Ademais,
ha poucos relatos na literatura sobre o estudo de cultivares resistentes a mancha
aureolada. Em geral, cultivares resistentes e suscetiveis diferem na capacidade
de ativar as respostas de defesa de forma rapida e eficaz, dependendo do tempo
de reconhecimento pela planta da invasdo dos patégenos nos tecidos (DEL
POZO; PEDLEY; MARTIN, 2004; PEDLEY; MARTIN, 2004). Por
consequéncia, a defesa das plantas aos fitopatdgenos é um processo dinamico e
coordenado, cuja manifestacdo e efetividade dependem da existéncia de

mecanismos constitutivos e/ou fatores responséveis pela inducéo de sistemas de



17

defesa pdés-formados no instante e locais adequados, apds o reconhecimento do
patdgeno pelo hospedeiro (MONTESINOS et al., 2002; PASCHOLATI;LEITE,
2011).

Devido a importancia da mancha aureolada no cenario do café, foi
realizada uma andlise preliminar, cujos dados ainda ndo foram publicados, com
0 objetivo de verificar possiveis diferencas na composicdo quimica de plantas
ndo inoculadas e inoculadas com P. syringae pv. garcae. O experimento foi
realizado utilizando-se mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo 376/4 com trés
pares de folhas. Para esse ensaio foram utilizadas 450 mudas, no qual 300 foram
inoculadas e 150 ndo receberam o inoculo. De acordo com os resultados obtidos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, constatou-se que as plantas
submetidas a inoculagdo apresentaram niveis mais altos de compostos bioativos,
entre eles, compostos fendlicos, em comparacgdo as plantas ndo inoculadas.

Frente ao resultado deste estudo preliminar, o objetivo geral nesta
dissertacdo foi identificar os metabdlitos biossintetizados em resposta a
interacdo cafeeiro x (PSG) e avaliar seu potencial bioldgico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do cafeeiro

O cafeeiro é pertencente a familia Rubiaceae e é uma das culturas mais
tradicionais no Brasil, o qual se destaca como o maior produtor mundial de café.
Entre as Coffea arébica L. e Coffea canéfora Pierre ex. A. Froehner sdo as mais
importantes economicamente (ABRAHAO, 2010). A estimativa para a producdo
nacional de café beneficiado, na safra de 2014, segundo dados da Conab (2014),
foi de 45,14 milhdes de sacas de 60 quilos. Houve uma reducdo de 8,16%
quando comparado com a producdo obtida na safra anterior. Essa diminuicgéo é
resultante da forte estiagem verificada nos primeiros meses de 2014, a realizacéo
de podas nos cafezais de alguns produtores e a inversdo da bienalidade em certas
regides produtoras.

Diversos fatores como condi¢Bes climaticas adversas, deficiéncias
nutricionais, pragas e doencas podem afetar a produtividade do cafeeiro
causando perdas consideraveis (OESTREICH-JANZEN, 2010). Entre as
doencas do cafeeiro, destacam-se a ferrugem alaranjada, causada por H.
vastatrix Berk. &Br; cercosporiose, causada por Cercospora coffeicola Berk &
Cooke; antracnose dos frutos e ramos; Meloidogyne spp.; mancha de Phoma,
causada por Phoma tarda (Stewart) Boerema &Bollen, a mancha aureolada,
causada por Pseudomonas syringae pv. garcae, entre outras (PATRICIO et al.,
2008; ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

2.2 Mancha aureolada do cafeeiro

A mancha aureolada do cafeeiro, cujo agente etiologico é a bactéria
(PSG) (AMARAL,; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956; YOUNG et al., 1978), foi
descrita pela primeira vez no fim de 1955, em um cafezal localizado no

municipio de Garca, estado de S&o Paulo. Porém, a doenga ndo era
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significativamente importante em termos econémicos (COSTA, SILVA, 1960)
e, por um periodo de aproximadamente 17 anos apds seu surgimento, meramente
casos isolados da doenca foram observados (MOHAN, 1976). No entanto, nos
anos de 1973 e 1975, foram verificadas altas incidéncias da doenca em viveiro
de mudas do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), e em lavouras gque se
recuperavam da ocorréncia de geadas no estado do Parana (KIMURA;
HASHIMOTO, 1973; MOHAN, 1976). Nos ultimos anos, a mancha aureolada
tornou-se fator restritivo para o cultivo do café em regides frias e submetidas ao
vento, em lavouras em formagdo ou recém-podadas, € em viveiros, sobretudo
nas regibes produtoras dos estados do Parana, Sdo Paulo e em Minas Gerais,
especialmente no sul, Tridngulo Mineiro, Alto do Paranaiba e Cerrado
(MOHAN, 1976; PATRICIO et al., 2010;SERA; ALTEIA; PETEK, 2002,
SERA et al., 2004; ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011).

A doenca atinge folhas, rosetas, frutos novos e ramos do cafeeiro, afeta
mudas no viveiro e plantas no campo. Nas folhas, a bactéria gera sintomas
necréticos do tipo mancha, de coloragcdo pardo-escura, com 0,5-2,0 cm de
didmetro e centro necrotico, envolta por um halo amarelado. As lesbes avangam
por toda a superficie foliar, ocorrendo com mais frequéncia nas bordas das folhas,
por onde a bactéria penetra com maior facilidade, por meio de ferimentos
causados por danos mecanicos. A mancha é formada de tecido seco e quebradico,
que constantemente se dilacera e cai, ficando uma perfuragdo no seu lugar, que
proporciona um contorno irregular a folha. Com a aderéncia dos halos amarelados,
formam-se de grandes areas necrosadas, que resultam na queda prematura das
folhas. A doenga incide também nos ramos, causando requeima, e sobre frutos
novos na fase de chumbinho, causando necrose (ZAMBOLIM; VALE;
ZAMBOLIM, 2005). Lavouras novas, com até 3-4 anos de idade, sdo mais
afetadas, ocorrendo quada das folhas, seca de ponteiros, superbrotamento e

retardamento no desenvolvimento das plantas. Em viveiros, as mudas atingidas
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sofrem queda das folhas e o ponteiro morre, levando a morte das plantas
(GODOY; BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997). A bactéria pode causar
perdas na producdo, principalmente em condicdes de alta pluviosidade,
temperaturas amenas, ou em areas de altitudes elevadas, submetidas a ventos frios
(GODOY; BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997; JANSEN, 2005;
ZAMBOLIM et al., 1997). De acordo com Oliveira e Romeiro (1990) a doenca
incide mais em folhas e brotagdes novas do cafeeiro do que em folhas adultas
devido & severidade da doenca estar relacionada com a idade fisiologica das
plantas, em que o tecido mais tenro das folhas novas facilita a penetracdo do
patdgeno.

Segundo Patricio (2011), o manejo da mancha aureolada deve comecar
com a utilizagdo de mudas sadias. Por essa razdo deve ser feita uma selegéo
rigorosa das mudas a serem levadas ao campo, cessando o plantio de mudas com
sintomas da doenca. Esses autores salientaram que poucos estudos avaliaram a
resisténcia de cultivares de cafeeiro a PSG. As cultivares do grupo Mundo Novo
demonstram bastante suscetibilidade, enquanto que as do grupo Catuai sdo
moderadamente suscetiveis. Algumas cultivares do grupo Icatu apresentam
resisténcia parcial, ja a variedade Geisha e os materiais portadores do gene SH1

(resisténcia a ferrugem) sdo tidos resistentes.

2.3 Respostas bioquimicas de defesa

Os mecanismos de defesa induzidos caracterizam-se como localizados ou
sisttmicos e se embasam na capacidade do hospedeiro em reconhecer o
patdgeno, o que acarreta a transdugdo de sinais dentro da célula e a expressdo de
varios genes de defesa. A resisténcia induzida em plantas pode dar-se por meio
do tratamento com agentes bidticos, como extratos vegetais, microrganismos ou

parte desses ou, ainda, abiéticos (substancias quimicas) (CAVALCANTI et al.,
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2005; RESENDE et al., 2004). O processo de sinalizacdo desempenhado pelas
células vegetais para reconhecer e perceber os estimulos intrinsecos e/ou
extrinsecos podem ser divididos em trés etapas: reconhecimento ou percepg¢ao
do sinal, feito por receptores especificos ou inespecificos de padrbes, neste caso
moléculas de origem do patégeno, conhecidas como eliciadores gerais,
atualmente, denominados de padrfes moleculares associados a patdgenos
(PAMPS) ou a microbios (MAMPS); transducdo do sinal, que pode ser realizado
por mensageiros secundarios, modificagdes nas fosforilagcGes de proteinas e por
meio de proteinas-G e; tradugdo do sinal, que baseia-se na ativacdo de genes que
induzem a sintese de proteinas associadas a patogénese (proteinas PR) e de
determinadas enzimas regulatorias envolvidas com a producdo de metabolitos
secundarios de defesa tais como as fitoalexinas (CAMPOS et al., 2011).

Varios mecanismos de defesa sdo ativados no momento em que a célula
vegetal esta sob invasdo, entre os quais ressaltam a reacdo de hipersensibilidade,
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) tais como a molécula do
oxigénio diatbmico (O,), radical superoxido (O,), peréxido de hidrogénio
(H,0,) e radical hidroxil (OH), sintese de proteinas associadas a patogénese
(proteinas PR), enzimas que se copilam para a producdo de fitoalexinas,
lignificagdo de tecidos, calose e outros reforcos da parede celular e,
posteriormente, “imunidade” sistémica, por meio da resisténcia sistémica
adquirida (SAR) ou resisténcia sisttmica induzida (ISR) (GRANT; LAMB,
2006).

Embora varios estudos tenham sido feitos para elucidar as vias de
sinalizacdo de defesa em plantas que levam a resisténcia e que s&o induzidos apos o
reconhecimento de um agente patogénico ou tratamento com eliciadores de
respostas de defesa, somente um nimero reduzido de metabdlitos envolvidos na
resisténcia induzida foi identificado (GANESH et al., 2006; MEDEIROS et al.,
2009).
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AlteragBes metabolicas constituem-se de uma caracteristica importante
na modificacdo genética na interacdo das plantas com patdgenos, pragas e
condicBes ambientais (ALLWOOD; ELLIS; GOODACRE, 2008). A realizacdo
do estudo do perfil metab6lico em células vegetais é complexa devido a grande
variedade de metabolitos existentes. Segundo Sumner, Mendes e Dixon (2003)
para se fazer um amplo perfil metabdlico da célula vegetal deve-se incluir a
existéncia de carboidratos, aminoacidos, acidos organicos, lipideos, vitaminas,
compostos fendlicos, terpenoides e alcaloides que mudam de acordo com a
espécie em estudo (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003).

O cafeeiro é rico em varios compostos fendlicos que agem na defesa
pré-formada, tais como o acido clorogénico (5-ACQ), éacido cafeico e
hidroxihidroquinonas, os quais colaboram para reduzir o nivel de espécies
reativas de oxigénio (BUTT; SULTAN, 2011). O &cido clorogénico
desempenha um importante papel nas respostas de defesa de plantas infectadas
por  patégenos  fungicos  (NICHOLSON, 1995; NICHOLSON;
HAMMERSCHMIDT, 1992). Em estudos preliminares, resultados
conseguidos com mudas de cafeeiro inoculadas com Pseudomonas syringae
pv. garcae mostraram um aumento na concentracdo de acido clorogénico bem
como de outros compostos provenientes do metabolismo secundario das
plantas. Esses resultados corroboram com os encontrados por Rodrigues et al.
(2011), que verificaram um aumento na concentra¢do de 4cido clorogénico em
plantas de café supridas com silicio e inoculadas com H.vastatrix. Monteiro e
Farah (2012) verificaram em diferentes anos de colheita um aumento na
concentracdo de &cido clorogénico em quatro cultivares de café, o que
colaborou para o aumento da resisténcia da planta a patdégenos. Esse tipo de
resposta na qual ha aumento de certos compostos pré-formados ap0s a infeccéo
¢ chamada de resisténcia semiconstitutiva ou parcialmente induzida
(INGHAM, 1973; RESENDE, 1996; RESENDE et al., 2014).
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Figura 1 Estrutura quimica dos principais compostos fenélicos do café
Fonte: Vignoli (2009)

As plantas tém importancia nutricional para um grande numero de
organismos na natureza e para se protegerem do ataque desses organismos, elas
necessitam reconhecer diversas moléculas eliciadoras relacionadas a eles, e
assim ativar os mecanismos de defesa. As fitoalexinas representam um dos
principais mecanismos de defesa bioquimico pos-infeccional (RESENDE et al.,
2014). Vérios estresses abioticos, como o0zdnio, intensidade luminosa (luz
ultravioleta - UV), além de ferimentos, sdo capazes de induzir a formacédo dessas
substancias (WHARTON; NICHOLSON, 2000). Em videiras as respostas de
defesa tém como resultado o aumento da atividade das proteinas PR com
atividade hidrolitica (quitinases e glucanases), assim como a formagdo de

compostos antimicrobianos de baixo peso molecular (fitoalexinas), como
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também deposicdo de lignina, de fendis e de calose no local da infecgdo
(KORTERKAMP, 2006; LEGAY et al., 2011; TROTEL-AZIZ et al., 2006). A
irradiacdo UV em videiras promoveu a producdo de resveratrol, fitoalexina do
grupo dos estilbenos, na epiderme dos frutos, ampliando a resisténcia ao oidio e
ao mofo cinzento (SHIRAISHI et al., 2010).

As fitoalexinas tém sido largamente estudadas em muitas espécies de
plantas desde que foi proposta a sua participacdo na interacdo patdgeno-
hospedeiro por Muller e Borger (1940), os quais observaram que tubérculos de
batata inoculados com uma raca incompativel de Phytophtohora infestans
produziam uma reagdo de hipersensibilidade (HR) e acumulo de fitoalexinas,
dificultando o crescimento da raca compativel, subsequentemente inoculada nos
tecidos. Em 1956, essa fitoalexina foi identificada por Tomiyama e denominada
de rishitina. As fitoalexinas sdo um grupo heterogéneo, relacionadas a diferentes
classes quimicas, sendo a maior parte compostos fendlicos, tais como o0s
flavonoides, isoflavonoides, flavonas, antocianinas, dentre outros. Outra classe
sdo os terpenoides, que englobam os esteroides, os derivados de &cidos graxos
como os poliacetilenos e furanoacetilenos. Quimicamente, a fitoalexina mais
simples é o &cido benzoico, um composto fendlico precursor do &cido salicilico,
o qual foi produzido em plantas de macieira em resposta a infecgdo por Nectria
galligena (PASCHOLATI; LEITE, 2011).

Entre os métodos fisico-quimicos utilizados para detectar fitoalexinas
destacam-se as cromatografias liquida e em camada delgada, nas quais ocorre a
migracg&o diferencial dos componentes da amostra, devido a diferentes interagdes
entre duas fases imisciveis, sendo uma fase fixa denominada fase estacionaria, e
a outra uma fase movel (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998; LANCAS, 1993). Ha
também a espectrometria de massa que é uma técnica que permite a

identificacdo e quantificagdo de compostos em uma amostra complexa. Essa
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técnica € muito utilizada acoplada a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e cromatografia gasosa (CG) (DE MARIA; MOREIRA, 2004).

Para o patossistema em estudo (cafeeiro x PSG) ndo foram encontrados
trabalhos aprofundados na literatura envolvendo métodos de identificacdo e
quantificacdo de fitoalexinas. Entretanto, em outras culturas, esses compostos
foram identificados. Martinet al. (1989) detectaram por CLAE a presenca de
duas fitoalexinas pertencentes a classe dos flavonoides, betagarina e
betavulgarina, em folhas de beterraba inoculadas com Cercospora beticola.
Mercier e Kuc (1997) observaram que folhas de cenouras inoculadas com
Cercospora carotae produziam uma fitoalexina, denominada de 6-
metoximeleina, que estaria envolvida com a resisténcia da planta.

A participacéo das fitoalexinas como um dos principais componentes do
sistema de resisténcia induzida em cafeeiros foi sugerida por Rodrigues Junior,
Medeiros e Lewis (1975), que verificaram que os genes envolvidos com a
resisténcia SH1 e SH2 estavam associados a presenca de compostos antiflngicos
quando as plantas de cafeeiro eram inoculadas com uma raga incompativel de H.
vastatrix. Também, Souza, Romeiro e Muchovej (1991) verificaram que folhas
de cafeeiros inoculadas com a bactéria incompativel Pseudomonas marginalis,
produziam uma fitoalexina como fator pés-infeccional, porém, esta substancia
ndo foi caracterizada. Posteriormente, Guedes et al. (1994) detectaram por
cromatografia em camada delgada trés compostos toxicos: teobromina (3,7-
dimetilxantina), cafeina (1,3,7-trimetilxantina) e um triterpeno nado identificado,

em folhas de cafeeiros inoculadas com H. vastatrix.
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CAPITULO 2

ESTUDO COMPARATIVO ENTRE EXTRATOS DE FOLHAS DE
CAFEEIRO DAS CULTIVARES IAPAR-59 E MUNDO NOVO 376/4
COM RELACAO A COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

RESUMO

A diferenca na base genética de cultivares de café pode estar condicionada a um maior
teor de compostos do metabolismo secundario, e estes estdo intimamente associados
as estratégias de defesa nas plantas. Neste trabalho teve-se como objetivo estudar a
composicdo quimica das folhas das cultivares IAPAR-59 e Mundo Novo 376/4,
parcialmente resistente e suscetivel respectivamente, & mancha aureolada do cafeeiro.
Para isso foram produzidos extratos agquosos das folhas de cafeeiro e investigada a
composicdo quimica e atividade antioxidante destes. Foram quantificados os sdlidos
sollveis totais, teor de fendlicos e flavonoides totais e perfil de fendlicos, além da
atividade antioxidante pelos métodos da atividade sequestrante do radical livre DPPH
e pelo poder antioxidante de reducdo do ferro (FRAP). Foi possivel verificar que
folhas da cultivar IAPAR-59 apresentaram maior teor de compostos fendlicos,
flavonoides e sélidos soluveis que folhas da cultivar Mundo Novo 376/4. Com relagao
a atividade antioxidante, IAPAR-59 apresentou maior potencial de sequestro de
radicais livres pelo método do DPPH. Em ambas cultivares foi possivel identificar a
presenca de acido galico, clorogénico e cafeico, porém os maiores teores foram
quantificados na cultivar IAPAR -59. Uma possivel explicacdo para o destaque dessa
cultivar pode estar na sua origem genotipica, proveniente de Coffea canephora.

Palavras-chave: Resisténcia. Metabolismo secundério das plantas.
Coffea Arabica. Coffea canephora.



35

ABSTRACT

The difference in the genetic basis of coffee cultivars may be conditioned to a
higher content of compounds of secondary metabolism, and these are closely
associated with defense strategies in plants. In this work had as objective to
study the chemical composition of leaves from IAPAR-59 and Mundo Novo
376/4 cultivars, partially resistant and susceptible, respectively, to bacterial
blight of coffee. To this aqueous extracts were produced from coffee leaves and
investigated the chemical composition and antioxidant activity of these. The
total soluble solids were quantified phenolic content and total flavonoids and
phenolic profile, in addition to the antioxidant activity by the methods of free
radical scavenging activity DPPH and by the iron-reducing antioxidant power
(FRAP). It was possible to verify that leaves of cultivar IAPAR-59 had higher
content of phenolic compounds, flavonoids and soluble solids that the leaves
from Mundo Novo 376/4. Regarding the antioxidant activity, IAPAR-59 showed
greater potential to scavenging free radicals by DPPH method. In both cultivars
were possible to identify the presence of gallic acid, chlorogenic and caffeic, but
the highest content was quantified in IAPAR -59. A possible explanation for the
highlight of this cultivar may be in its genotypic origin, from Coffea canephora.

Keywords: Resistance. Secondary metabolism of plants. Coffea Arabica.
Coffea canephora.
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1 INTRODUCAO

O café, no Brasil, veio como a nova fonte de riqueza, destacando-se
economica e socialmente (ECCARDI; SANDALJ, 2003). Frente sua ligeira
adaptacédo ao solo e clima, o café conseguiu importancia no mercado, tornando-
se um dos principais produtos de exportacdo, desde o Império até a atualidade.
Inicialmente restrita aos estados do Pard e do Maranhdo, a producdo de café se
desenvolveu e, atualmente, sdo 15 Estados produtores, com relevancia para
Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Parana e Rondénia (BRASIL,
2013). Em torno 70% da producdo sdo oriundos de cultivares da espécie C.
arabica, que fornece um produto de boa qualidade e maior aceitagdo no mercado
consumidor, todavia apresenta menor rusticidade (FONSECA, 1999;
MATIELLO, 1998).

E acreditavel que o centro de origem e diversidade de C. arabica é a
Etiopia, de onde possivelmente foi disseminado pelo mundo, chegando ao Brasil
em 1727. As primeiras mudas introduzidas no Brasil foram originadas da
cultivar Tipica, também denominada como Arabica. Certamente, em 1859, foi
introduzida a cultivar Bourbon Vermelho (ANTHONY et al., 2000), bastante
cultivada devido a sua produtividade. 'Sumatra’, introduzida em 1896, contudo
pouco cultivada, originou, por meio de hibridacdo natural com o 'Bourbon
Vermelho' a cultivar Mundo Novo, selecionada a partir de 1943 (CARVALHO
et al., 1952). Embora exista uma base genética estreita entre as cultivares
comercializadas (BERTHAUD; CHARRIER, 1988), observa-se grande
variabilidade morfoldgica entre as comerciais, em consequéncia de mutagdes e
cruzamentos naturais, como relataram Krug, Mendes e Carvalho (1939).

As primeiras plantas matrizes da cultivar Mundo Novo, denominada
como Sumatra de Mundo Novo, foram selecionadas no municipio paulista de
Urupés, em 1943. Nessa circunstancia, dezoito dessas plantas receberam o0s

prefixos P 374 a P 391. Sua origem é decorrente do cruzamento natural entre as
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cultivares Sumatra e Bourbon Vermelho de café Ardbica, (CARVALHO et al.,
1952). Nos anos 1943 a 1952, foram realizadas varias selecGes de plantas
matrizes e, subsequentemente, novas selecdes entre as progénies e dentro delas
em varias estacBes experimentais paulistas, obtendo-se linhagens vigorosas,
produtivas, de bom rendimento e adaptadas as diversas regifes ecoldgicas do
Brasil, como as de prefixos LCP 388-17; LCP 379-19; LCMP 376-4; LCP 382-
14 e LCMP 388-6. A cultivar Mundo Novo é definida por possuir porte alto,
6timo vigor vegetativo, elevada producéo, sistema radicular bem desenvolvido,
ampla capacidade de adaptagdo, maturacdo média dos frutos, folhas novas
verdes ou cor de bronze. Apresenta suscetibilidade ao agente da ferrugem e
excelente qualidade de bebida (FAZUOLLI, 1986).

Moraes et al. (1974) identificaram que o fator genético SH1, encontrado
nos cafeeiros Harar, Dilla e Alghe, S12 Kaffa e Geisha, procedentes da Etiopia e
que proporcionam resisténcia especifica a determinadas ragas de Hemileia
vastatrix em Coffea arabica, confere também resisténcia a Pseudomonas
syringae pv. garcae. Outras fontes de resisténcia foram descobertas em cafeeiros
ndo portadores do gene SH1 (MOHAN; CARDOSO; PAVAN, 1977; PETEK et
al., 2001, 2006), mostrando a presenca de outros genes que imprimem
resisténcias do tipo qualitativa e quantitativa. Muitos cafeeiros apresentam
resisténcia completa para a maior parte das racas de ferrugem, como as
cultivares IAPAR-59, Obatd IAC 1669-20, Oeiras, Tupi IAC 1669-33 e outras, a
maior parte derivada dos germoplasmas Catimor e Sarchimor.

A cultivar IAPAR-59 é proveniente do cruzamento entre o Vila Sarchi
(971/10) e o “Hibrido de Timor” (832/2), executado no CIFC - Centro de
Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro, em Portugal, onde recebeu a designacéo
H-361. A geracdo F2 foi reconhecida pelo IAC em Campinas tendo como
identificacdo LC-1669. A F3 foi introduzida no IAPAR em 1975 e a progénie

75163-22 recebeu 0 nome de IAPAR-59. Essa cultivar apresenta resisténcia a
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ferrugem alaranjada do cafeeiro e sua produtividade inicial é 20% superior a
outras cultivares como Catuai, no mesmo espagamento, (SERA et al., 1994).
Possui porte baixo, maturacdo medianamente precoce e os frutos apresentam
coloracdo vermelha, tendo os brotos cor predominantemente bronze (SERA et
al., 1994), sendo o IAPAR-59 preferivelmente sugerido para regides mais frias e
chuvosa, para solos mais férteis e para plantios adensados (PARANA, 2014).

A composicdo quimica do café pode variar de acordo com diversos
fatores, tanto bidticos, como o ataque de patdgenos, quanto abidticos, como a
temperatura, o clima, a umidade e radiagdo solar (SALGADO et al., 2008).
Entre os compostos presentes no café, resaltam-se os compostos fendlicos que
sdo resultantes do metabolismo secundério, sendo essenciais para o crescimento
e reproducdo e, ademais, formam-se em condigdes de estresse como, infecgdes,
ferimentos e radiagcdes UV (NACZK; SHAHIDI, 2004). S&o determinados como
substancias que apresentam anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, contendo seus grupos funcionais. A atividade antioxidante desses
compostos deve-se, essencialmente, as suas propriedades redutoras e estrutura
quimica. Esses atributos realizam um papel fundamental na neutralizacdo de
radicais livres e quelagdo de metais de transicdo, atuando na fase de inicia¢do
assim como na propagacdo do processo oxidativo (SOUZA et al., 2007).
Grande parte dos estudos referentes a composicao quimica do café é relacionada
ao grdo e pouco se sabe sobre 0os compostos relacionados a defesa do cafeeiro,
presentes em suas folhas.

Sendo assim, 0 objetivo neste trabalho foi determinar a diferenca no teor
de metabdlitos secundarios relacionados a defesa das cultivares de cafeeiro
susceptivel (Mundo Novo 376/4) eparcialmente resistente (IAPAR-59) a mancha

aureolada e verificar a atividade antioxidante desses metabolitos.



39

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das mudas de cafeeiro

As sementes de cafeeiro das cultivares IAPAR-59 e Mundo Novo 376/4
foram adquiridas no Sitio Fonseca, localizado no municipio de Lavras, MG e pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais, EPAMIG, respectivamente.
Posteriormente foram semeadas em bandejas de plastico contendo areia lavada e, no
estadio “orelha de onga”, foram transplantadas para sacos de polietileno de 0,5L
contendo substrato apropriado para a formagdo de mudas de café. As mudas foram
mantidas em fitotron (cAmara de crescimento com temperatura em torno de 23°C,
UR de 80% e 12 horas de fotoperiodo) onde foram realizados todos os
experimentos. As mesmas foram irrigadas periodicamente e adubadas conforme a

recomendacéo de Ribeiro, Guimarées e Alvarez (1999).
2.2 Preparo dos extratos aquosos de folhas de cafeeiro

Para o preparo dos extratos aquosos foram utilizados o segundo par de
folhas de cafeeiro. As folhas foram secas em estufa a 50 °C até total perda de
peso e depois moidas até obtengdo de um po fino. A extragdo foi feita de acordo
com Moreira et al. (2012), com adapta¢des. Para cada 10 g de folha, foram
adicionados 100 mL de agua e a extracdo foi feita sob aquecimento, até a
temperatura de ebulicdo. Em seguida, os extratos foram filtrados em papel de

filtro e submetidos a liofilizag&o.
2.3 Determinacdo do teor de sélidos soluveis

O teor de solidos solUveis foi determinado nos extratos aquosos por
meio de refratdbmetro portatil, marca Hanna, modelo HI 96801. Foram feitas trés
medicGes do °BRIX para cada cultivar testada para a obtencdo da média e o

desvio padréo.
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2.3.1 Determinag&o do teor de fendlicos totais

Para a indicacdo do teor de compostos fenodlicos totais, utilizou-se o
método de Folin-Ciocalteau, cuja reacdo quimica estd demostrada na Figura 1.
Uma aliquota de cada um dos extratos (125 uL) foi misturada com 625 uL do
reagente Folin-Ciocalteau (diluido em &gua destilada 1:10) e 500 uL de carbonato
de sodio 4% (m/v) em &gua destilada. Posteriormente 2 h de incubacdo no escuro
e & temperatura ambiente, a absorbancia foi medida em espectrofotémetro, marca
BECKMAN, modelo DU 640B a 750 nm. Os resultados do teor de compostos
fendlicos totais foram apresentados como equivalentes de acido galico (mg AG/g),
calculados por meio de uma curva elaborada com concentrages que modalizaram
de 5 a 100 pg/mL (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,
1999). Os limites de detec¢do e quantificacdo usados para esse método foram de
3,45 mg/g e 10,45 mg/g respectivamente.

COOH coo CoOo coo
< R 7
Na,CO4 A +2Mo% —— | +2Mo**+2H'
P | =
OH OH OH 0
acido galico anion fenolato anion fenolato complexo azul

Figural Reacdo do &cido galico com o molibdénio, componente do reagente
de Folin Ciocaulteau

2.3.2 Determinagéo do teor de flavonoides

Uma aliquota de 125 pL dos extratos foi misturada com 375 pL de etanol,
25 pL de cloreto de aluminio 10% (m/v), 25 UL de acetato de potassio 1 M e 700 pL
de 4gua destilada, totalizando 1250 L de reacdo. Apos 30 minutos, a absorbancia
foi medida em espectrofotdmetro, marca BECKMAN, modelo DU 640B a 425 nm.
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A curva analitica para flavonoides totais foi feita usando como padrdo solucéo de
quercetina. O total de flavonoides foi expresso como equivalente de quercetina (mg
Q/g extrato), e os valores foram apresentados como meédia das analises em triplicata
(KALIA et al., 2008). Os limites de detec¢do e quantificacdo usados para esse

método foram de 3,59 mg/g e 10,89 mg/g respectivamente.

OH

0. O
OH . 3
H t‘J/A Mg

Cusroeting Quercating guelada com Aluminio

Figura 2 Reacdo quimica entre a quercetina e o cloreto de aluminio, na
determinagéo do teor de flavonoides.

2.3.3 Determinacao do perfil de fendis por cromatografia liquida de alta
eficiéncia

Foram utilizados como compostos padrdes para analise; o acido galico,
catequina, acido clorogénico (acido 5-cafeoilquinico), acido cafeico, vanilina,
acido p-cumarico, éacido ferulico, acido m-cumarico, cumarina, &cido o-
cumarico, &cido rosmarinico, quercetina e &cido trans-cindmico, todos
adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes utilizados para cromatografia,
metanol (Merck) e acido acético (J.T. Baker), foram de grau analitico para

CLAE (espectroscopico) e agua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q.
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2.4 Preparacdo das amostras e padroes

A quantificacdo nos extratos das amostras foi elaborada por padronizacéo
externa. As curvas analiticas foram montadas pela injecdo em triplicata das
solugdes-padréo, obtidas por diluicdes da solugdo-estoque contendo 4x10°mol/L
de cada padréo diluido em solucdo de etanol. As curvas analiticas foram obtidas
por regressao linear considerando o coeficiente de correlagdo minimo de 0,995.

Apos a filtracdo das amostras e dos padrdes em um filtro de membrana de
nylon de 0.45um, as mesmas foram injetadas diretamente no cromatografo (AQUINO
et al., 2006b). A identificacdo dos analitos inclusos nos extratos foi afirmada pelo

tempo de retencéo e pelos picos da amostra confrontados aos dos padres.
2.5 Equipamento e CondicGes CLAE

Utilizou-se o equipamento UFLC Shimadzu, equipado com uma
bomba de alta pressdo modelo LC-20AT, um detector com UV-VIS modelo
SPD-20A HT, injetor automatico com autoamostrador modelo SIL-M20A,
forno modelo CTO-20A. As separacdes foram realizadas empregando-se
uma coluna empacotada SUPELCOSIL C-18 (250 mm x 4,6 mm-Sigma),
com particulas esféricas de 5 um conectada a uma pré-coluna
SUPELCOSIL C-18 (5,0 cm x 4,6 mm, 5 pm-Sigma).

Os solventes de eluigdo utilizados na fase movel foram: solucéo de
acido acético 2% em agua (fase A) e 70% metanol em solucdo de &cido
acético 2% em agua (fase B). O comprimento de onda utilizado foi de 271
nm, o fluxo de 1,0 mL/min, volume de inje¢cdo de 20 pL e tempo de corrida
de 60 min, realizada a temperatura de 35°C. As amostras foram eluidas de

acordo com o gradiente representado na Tabela 1.
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Tabelal Gradiente de elui¢do utilizado no CLAE para anélise dos compostos

fendlicos
Tempo (min) Solvente A (%V/v) Solvente B (%ov/v)
2,00 85 15
5,00 70 30
15,00 65 35
25,00 60 40
43,00 55 45
50,00 20 80
55,00 100 0
60,00 100 0

2.6 Atividade sequestrante do radical livre (DPPH) e o EC50

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995)
é fundamentado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por
antioxidantes, gerando um decréscimo da absorbéncia a 515nm. Os extratos
foram preparados em microtubos com quatro diluices diferentes em triplicata.
Em ambiente protegido da luz foi transferida uma aliquota de 25uL de cada
diluicdo do extrato para microtubos com 975 pL da solucdo de DPPH 0,06 mM,
e homogeneizada. Para o controle foi utilizado 25uL da solucdo de alcool
metilico, acetona e dgua e homogeneizada com 975 pL da solu¢do de DPPH
0,06 mM. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro marca
BECKMAN, modelo DU 640B.

Os valores do EC50 foram mensurados por regressao linear dos graficos
em que 0 eixo das abscissas representa a concentragdo dos extratos e o eixo das

ordenadas, a atividade antioxidante.
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Figura 3 Reacdo quimica entre o radical DPPH e 0 BHT
2.7 Poder antioxidante de reducéao do ferro (FRAP)

Os antioxidantes presentes nos extratos foram analisados como redutores
do Fe*® a Fe*?, e quelados por 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), para formar
o complexo Fe*2-TPTZ (cor azul) com absor¢io méxima em A=593 nm, método
desenvolvido por Benzie e Strain (1996).0 poder antioxidante de reducdo do
ferro é uma opg&o para a determinagdo da reducdo do ferro. O reagente de FRAP
foi determinado misturando-se (a) tampéo acetato de s6dio 300 mM a pH 3,6;
(b) solucdo de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10mM em HCI 40 mM; (c)
solucéo de cloreto férrico 20mM. Para formar o reativo FRAP os reativos a, b e
¢ foram misturados na proporcdo de 10:1:1 no momento da analise. Como
padrdo foi usado o sulfato ferroso heptahidratado. Em um tubo de ensaio foram
adicionados 30 pL de cada diluicdo do extrato, 90 puL de &gua destilada e
misturados com 900 pL do reagente FRAP e incubados durante 30 minutos a
37°C. A leitura da absorbancia foi feita no aparelho marca BECKMAN, modelo
DU 640B em 593 nm e o reagente do FRAP foi usado como branco. O padrdo
de sulfato ferroso heptahidratado foi utilizado para a construcdo de uma curva
com varias concentragdes que variaram de 100 a 2000 M. Os resultados da
atividade antioxidante foram apresentados em uM sulfato ferroso/g de residuo
vegetal (atividade antioxidante equivalente ao sulfato ferroso heptahidratado).

Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Figura4 Reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina com Fe**
2.8 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado no experimento para comparagao
das atividades antioxidantes das cultivares IAPAR e Mundo Novo e dos
tratamentos padrdes Acido Ascorbico (AA) e BHT (Butilhidroxitolueno) pelos
métodos de DPPH e FRAP foi em blocos casualizados com quatro tratamentos e
trés repeticdes. Utilizou-se o teste de Dunnett a 5% de significancia, visando
comparar 0s tratamentos entre si. Como 0s tratamentos testados diferiram dos
tratamentos padrdes utilizou-se o teste de Tukeyao nivel de 5 % de
probabilidade visando verificar diferenga entre eles.

O experimento visando verificar a diferenca na composicao quimica das
cultivares IAPAR e Mundo Novo foi instalado em delineamento experimental
em blocos casualizados com trés repeticdes. Os dados originais dos teores de
fendlicos totais, flavonoides, aclUcares redutores e sélidos sollveis foram
submetidos a analise de variancia e suas médias comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. As variaveis em estudo foram analisadas por meio do
programa de anéalises estatisticas Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2010).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacéo do teor de solidos soltveis

De acordo com os dados da Tabela 2, foi possivel observar que a
cultivar IAPAR apresentou maior teor de solidos sollveis. Isso indica que, com
0 método de extracao utilizado, o extrato aquoso de folhas da cultivar IAPAR-59

mostrou-se mais concentrado.

Tabela2 Teor de solidos soltveis % (°Brix) dos extratos aquosos de folhas de

cafeeiro
Cultivar °BRIX
IAPAR 59 3,53 + 0,05
Mundo Novo 376/4 2,96 + 0,05°

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras diferentes
sdo estatisticamente diferentes (Tukey p<0,05).

Nao foram encontrados na literatura dados sobre o teor de sélidos soluveis
em folhas de café. Diversos materiais derivados do processamento do café tiveram o
teor de solidos sollveis analisados pelo grau Brix, como mucilagem da agua
residudria do café (MELO et al., 2011); extrato de café conilon tipo cereja
(ZEFERINO et al., 2010), extrato de café da cultivar Topazio (NOBRE et al., 2011)
e diferentes tipos de cafés soltuveis (KOBAYASHI; BENASSI, 2012).

3.2 Determinac&o do teor de fenolicos totais e flavonoides

Foi possivel observar pelos dados da Tabela 3 que o teor de fendlicos da
cultivar 1APAR-59 (597,84 mg AG/g extrato) apresentou diferenca
estatisticamente significativa com relacdo ao teor da cultivar Mundo Novo 376/4
(394,54 mg AG/g extrato). O mesmo padrdo foi encontrado para o teor de
flavonoides, sendo o teor da cultivar IAPAR-59 de 31,87 mg Q/g de extrato e da
Mundo Novo 376/4 de 17,11 mg Q/g de extrato).
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Tabela 3 Teor de Fendlicos totais (mg AG/g extrato) e Flavonoides (mg Q/g
extrato) dos extratos aquosos de folhas de cafeeiro
Cultivar Fendlicos Flavonoides

IAPAR 59 597,84 + 3 42 31,87 +3,2°
Mundo Novo 376/4 39454 +7,1° 17,11+ 2,6°

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras diferentes
nas colunas sdo estatisticamente diferentes (Tukey p<0,05).

Os compostos fendlicos estdo envolvidos na resposta a estresses
bidticos e abidticos (READ et al, 2009), principalmente devido as suas
propriedades antioxidantes (GALLEGO - GIRALDO et al., 2011; SHAHIDI et
al., 2010). Dessa forma, eles podem desempenhar um papel na adaptacdo as
alteracfes ambientais (BOUDET, 2007) e em coevolugdo com pragas e doencas
(EYLES et al., 2010).

A cultivar IAPAR-59 possui resisténcia constitutiva, a qual pode ser
responsavel pela resisténcia mdaltipla contra vérias doengas. Resultados
preliminares tém indicado que essa resisténcia pode estar ligada a maior
producéo de fendlicos pela planta, especificamente os flavonoides.

Melo, Shimizu e Mazzafera (2006) determinaram o teor de compostos
fendlicos de folhas de 15 gen6tipos de café e encontraram valores entre 92,9 (C.
racemosa) e 235,5 mg/g (C. liberica). Ramiro, Guerreiro Filho e Mazzafera
(2006) encontraram valores de compostos fenolicos, em média, de 52,9 e 23,0
mg/g para C. arabica e C. racemosa, respectivamente. Como poOde ser
observado, existem poucos trabalhos na literatura que avaliaram o teor de
fendlicos em folhas de café e esses resultados foram menores que 0s encontrados
para as cultivares IAPAR-59 e Mundo Novo 376/4. Isso pode ser explicado pelo
tipo de extracdo de fendlicos realizada, pela divergéncia existente entre os
métodos de determinacdo dessa classe de compostos, bem como a idade das

folhas coletadas para a andlise. Diversos trabalhos, independente da espécie
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vegetal estudada, relataram que folhas jovens apresentaram maior teor de
compostos fendlicos que folhas maduras (FREITAS et al., 2007; NOJOSA et al.,
2003; SALGADO et al.,, 2008). Nutrientes e principalmente carboidratos,
precursores dos compostos fenolicos, sdo acumulados nos frutos e folhas para o
seu desenvolvimento. O mesmo acontece para 0s metabdlitos secundarios, 0s
quais sdo também utilizados para proteger esses érgdos imaturos. Nas folhas
jovens, esse comportamento pode ser explicado pela sua morfologia, poissao
mais sensiveis a fatores externos devido a sua baixa lignificacdo, que aumenta
com a idade do tecido (SALGADO et al., 2008). Esse acumulo de metabdlitos
secundarios em folhas jovens ja foi observado. Em folhas de Coffea canephora,
a concentragdo mais elevada de &cidos clorogénicos foi emfolhas jovens (46,9%)
em relacdo as folhas maduras (25,8%) (MONDOLOT et al., 2006).

Neste trabalho foi coletado o segundo par de folhas, de ambas as
cultivares, IAPAR-59 e Mundo Novo 376/4, sendo consideradas folhas jovens.
Isso pode explicar o alto teor de fendlicos encontrado em comparagéo aos outros
trabalhos. N&o foram encontrados na literatura dados sobre o teor de flavonoides
em folhas de café.

Com relacdo aos flavonoides, € interessante ressaltar que o método
colorimétrico para a sua determinacdo nao é um método de alta exatiddo, pois o
efeito batocrémico da absorcdo originado pelo complexo com aluminio ndo €
uniforme para todos os flavonoides. 1sso ocorre porque a formacdo de quelatos
entre 0 aluminio e os flavonoides ocorre de forma diferente, dependendo do
flavonoide. O aumento do grau de hidroxilagdo do nucleo resulta em uma
elevagdo do efeito batocrdmico e, sendo assim, 0s espectros movem-se no
sentido dos maiores comprimentos de onda (CABRAL et al., 2012; JURD;
GEISSMAN, 1956). Dessa forma, dependendo da composicédo de flavonoides 0s

resultados podem ser sub ou superestimados.
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3.3 Determinag&o do perfil de fendis por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Com os padrbes utilizados, foi possivel identificar e quantificar na
composicdo quimica de ambas cultivares os &cidos galico, cafeico e clorogénico
(Figuras 5 e 6). A cultivar IAPAR-59 apresentou maior concentracdo desses
compostos, com destaque para o0 4cido cafeico, seu pico majoritario. Além
desses compostos, outros picos ndo identificados foram detectados em ambos 0s

extratos, sendo em maior nimero na cultivar IAPAR-59.

100000 ~ . 100000 - .
90000 -
IAPAR 59 Mundo Novo 376/4
80000 - 80000 4
70000 4
60000 ~ 60000
S 2
‘Q’ 50000 4 ;
i ®
" 4000 < 40000
30000 4
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\ i
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Figura5 Cromatogramas obtidos por CLAE dos extratos das folhas de café
IAPAR-59 (I) e Mundo Novo 376/4 (MN).
1 - Acido Galico; 3 - Acido Clorogénico; 4 - Acido Cafeico

Tabela 4 Teores dos compostos obtidos por CLAE dos extratos das folhas de
café IAPAR-59 e Mundo Novo 376/4, em ug/100pug

Compostos IAPAR-59 Mundo Novo 376/4
1 - Acido Galico 47,24 27,14
3 - Acido Clorogénico 19,35 15,19

4 - Acido Cafeico 1487,42 975,11
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Figura 6 Estrutura quimica dos compostos identificados por CLAE

Compostos fenolicos, que sao produzidos em um curto periodo de tempo e se
acumulam apos a infecgdo, principalmente em variedades resistentes, sdo toxicos aos
patdgenos. Os &cidos clorogénico, cafeico e galico sdo exemplos de alguns desses
compostos. Algumas formas de fendis podem ser transformadas em derivados com
radicais de oxigénio, altamente reativos, tornando-se muito toxicos (BARROS et al.,
2010; HARTLEB; HEITEFUSS; HOPPE, 1997). E o caso do catecol, que se oxida
espontaneamente para formar quinonas intensamente tdxicas e espécies reativas de
oxigénio (EROs) (BENNDORF; LOFFHAGEN; BABEL, 2001).

No trabalho de Rodrigues (2011), o extrato de folhas de café Conilon
apresentou teor de &cido clorogénico expresso em % de 2,17 + 0,17 enquanto
que o café Arabica teve como média 1,109 + 0,02. Trabalhos realizados por
Fernandes et al. (2009) foram observados teores de acido clorogénico nas folhas
de café Arabica em média de 0,82%. Ja para os gréos de café Arabica torrados
foram observados valores de &cido clorogénico entre 4,13 a 5%, (FERNANDES
et al., 2009). Alves et al. (2011) ao estudarem plantas de café infestadas por
Coccus viridis concluiram que estas acumularam maiores teores de acido
cafeico, cafeina e clorogénico em relacdo as plantas ndo infestadas por um
periodo de 45 dias ap0s a infestacao.

Compostos fendlicos, incluindo os acidos clorogénicos e cafeico, foram

conhecidos por sua atuagdo papel na defesa das plantas (BENNETT;



51

WALLSGROVE, 1994). Os 4cidos clorogénico, cafeico e os alcaloides, como a
cafeina, sdo considerados compostos pesticidas. Leiss et al. (2009), indicaram o
acido clorogénico como fator de resisténcia de tripes em crisantemo, e
anteriormente no trabalho de Kim e Sano (2008), os autores sugeriram que a
cafeina estimula os sistemas de defesa enddgenos das plantas por meio da

ativacdo direta ou indireta da expressdo génica.

3.4 Atividade antioxidante

Foi possivel observar que para o sequestro de radicais livres DPPH o extrato
aquoso de folhas da cultivar IAPAR-59 apresentou maior efetividade que o extrato
aquoso de folhas da cultivar Mundo Novo 376/4. Ambas apresentaram menor
atividade, estatisticamente, que os padrdes acido ascérbico e BHT, porém, por se
tratar de extratos brutos, de composicdo quimica complexa, o potencial antioxidante
obtido pelas folhas dessas cultivares foi considerado relevante.

No poder antioxidante de reducgdo do ferro (FRAP), as duas cultivares
ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si e apresentaram

baixa atividade, ao serem comparadas com os padrdes utilizados (Tabela 5).

Tabela 5 Atividade antioxidante das cultivares e dos padrfes (acido ascorbico
e BHT) pelos métodos DPPH*Cls, (ug/mL) e FRAP (mM Fe,S0,./g)

Amostras DPPH FRAP

Acido Ascérbico 4,91 +0,22° 501,20 + 21,092
BHT 5,07 + 0,092 389,20 + 16,52°
IAPAR 59 52,70 + 0,92° 26,31+ 0,53°
MN 376/4 104,36 + 7,12°¢ 14,15+ 0,24°

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras diferentes
nas colunas sdo estatisticamente diferentes (Tukey p<0,05).

O radical DPPH reage em curto periodo de tempo com alguns fendis,
mas acontecem reac¢les secundarias que atuam concomitantemente, ocorrendo

de forma lenta gerando um progressivo decréscimo na absorbancia, podendo
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levar algumas horas para estabilizar a reagdo. Deste modo, uma preferivel
interpretagdo dos resultados do método do DPPH é por meio do EC50, o qual é
determinado como a concentracdo de substrato que reduz em 50% o radical
DPPH (cor) inicial da reacdo. Esse parametro foi aparentemente introduzido por
Brand-Williams e colaboradores (BONDET; BRAND-WILLIAMS; BERSET,
1997; BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995) e indica que gquanto
maior a atividade antioxidante, mais baixo e o valor de EC50.

O método FRAP a principio foi elaborado para mensurar o poder redutor no
plasma, porém tem sido adaptado e usado para ensaios de antioxidantes em plantas.
A reacdo tem como base medir a reducdo férrica de 2,4,6- tripiridil-s triazina
(TPTZ) para um produto colorido (BENZIE; STRAIN, 1996). A reacéao identifica
compostos com potencial redox <0,7V (o potencial redox do Fe**-TPTZ). O método
FRAP s6 é capaz de medir os mecanismos de transferéncia de elétrons que em
conjunto com outros métodos pode ser usado para separar mecanismos dominantes
com diferentes antioxidantes (PRIOR; XIANLI; SCHAICH, 2005).

Conforme descrito anteriormente, ambas as cultivares apresentaram em
sua composi¢cdo quimica alto teor de compostos fenolicos. Muitos fatores
apresentam influéncia na atividade antioxidante dos compostos de natureza
fendlica, especialmente a posi¢do de substituicdo e o nimero de grupos hidroxila
(OH), as propriedades de outros grupos substituintes e a tendéncia de formacao
de ligacBes de hidrogénio. Compostos com dois (mais frequente) ou trés grupos
hidroxilas substituintes no anel benzénico apresentam maior atividade
antioxidante comparado aos monohidroxilados (CHENG et al., 2003). Conforme
detectado por CLAE (Figura 5), os extratos das folhas contém em sua
composicdo quimica os acidos cafeico e clorogénico, que possuem duas
hidroxilas no anel benzénico, além do acido galico, que possui trés hidroxilas
(Figura 6). Isso pode explicar a expressiva atividade antioxidante apresentada no

método DPPH (Tabela 5). A maior atividade antioxidante apresentada pelas
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folhas da cultivar IAPAR-59 pode ser correlacionada ao maior teor de fendis
totais (Tabela 3) e é&cidos fendlicos (Tabela 4), quando comparada aos teores
obtidos nas folhas da cultivar Mundo Novo 376/4.

No trabalho de Abrahdo et al. (2010), foi avaliada a atividade
antioxidante das bebidas de café, utilizando o radical livre DPPH. O composto
usado como padrdo foi o butil-hidroxi-tolueno (BHT), o qual apresentou
atividade na concentracdo de 200 ppm, de 76,8%. Lima et al. (2010),
verificaram que o processo de torragdo tem influéncia na atividade antioxidante
das bebidas de café, nas quais as bebidas de café torrado demonstraram uma
maior possibilidade de doar hidrogénio, pois manifestaram as maiores
porcentagens sequestrante de DPPH, obtendo 70,2% com a amostra integral.
Naidu et al. (2008) constataram valores de atividade sequestrante de radicais
livres de aproximadamente 80% em cafés verdes da espécie arabica.
Comparando café Arabica e conilon, notou-se que o café conilon tem poder
antioxidante relativamente maior. Em relagdo a torra moderadamente clara no
tempo de reacdo de 10 minutos, o café connilon apresentou atividade
antioxidante de 97%, enquanto que o café arabica foi de aproximadamente 18%
(NASCIMENTO, 2006). N&o foram encontrados na literatura dados sobre a

atividade antioxidante de folhas de café.

3.5 Cultivares de café IAPAR-59 x Mundo Novo 376/4

Foi possivel observar por meio dos resultados deste trabalho o destaque
em termos de composicdo quimica e atividade antioxidante das folhas da
cultivar IAPAR-59 em comparagéo a cultivar Mundo Novo 376/4.

A cultivar IAPAR-59 ¢ derivada do cruzamento entre Coffea arabica cv.
Villa Sarchi 971/10 e o “Hibrido de Timor 832/2”, conseguido no Centro de
Investigagdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Portugal. O “Hibrido de
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Timor” é um hibrido intraespecifico derivado do cruzamento espontaneo entre
Coffea arabica e Coffea canephora (LASHERMES et al., 2000).

A espécie Coffea canephora, também conhecida como “café robusta”,
possui algumas caracteristicas que se sobressaem a espécie Coffea arabica, tais
como: menos sensivel ao déficit hidrico, maior rusticidade, sistema radicular
mais vigoroso, possui folhas e flores maiores, maiores teores de sélidos soluveis,
cafeina e acido clorogénico, além da maior tolerdncia a Ferrugem, Bicho
Mineiro e resisténcia a Nematoides (SOUZA et al., 2004).

De acordo com Lashermes et al. (2000), acessos de “Hibrido de Timor”
ou somente Coffea canephora correspondem importantes fontes de resisténcia
para 0 melhoramento genético. Portanto, uma possivel explicagdo para 0s
resultados encontrados para as folhas da cultivar IAPAR-5 pode estar
correlacionada a sua origem genotipica, em Coffea canephora.
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4 CONCLUSAO

Para a composi¢do quimica dos extratos aquosos de folhas de café, das
cultivares IAPAR-59 e Mundo Novo 376/4, foi possivel concluir que a cultivar
IAPAR-59 apresentou maior teor de compostos fenélicos, flavonoides e sélidos
sollveis. Para a atividade antioxidante, no método do DPPH a cultivar IAPAR-
59 apresentou maior potencial de sequestro de radicais livres. Em ambas as
cultivares foi possivel identificar a presenca de acido galico, clorogénico e
cafeico, porém os maiores teores foram quantificados na cultivar IAPAR -59.
Uma possivel explicacdo para o destaque dessa cultivar pode estar na sua origem
genotipica, proveniente de Coffea canephora.
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CAPITULO 3

EFEITO DA INTERAGCAO PLANTA X PATOGENO NA PRODUGAO
DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM FOLHAS DE CAFEEIRO DA
CULTIVAR IAPAR-59

RESUMO

Na fitopatologia, diversas pesquisas se concentram na relagéo da especificidade entre
0 patégeno e o hospedeiro, no fendmeno de reconhecimento, do papel das fitotoxinas
e enzimas microbianas extracelulares na patogénese e dos fatores bioquimicos de
resisténcia, como compostos fendlicos, fitoalexinas e proteinas relacionadas a
patogénese. Neste trabalho teve-se como objetivo avaliar diferentes extratos,
provenientes de folhas de café IAPAR-59, com e sem inoculagdo de Pseudomonas
syringae pv. garcae. As andlises realizadas nesses extratos foram o teor de fenolicos
totais e flavonoides, acucares redutores, atividade antioxidante pelos testes de DPPH,
FRAP, além da atividade fungitoxica. Foi possivel verificar que as folhas de cafeeiro
da cultivar IAPAR-59 sadias apresentaram maior teor de compostos fendlicos e
agUcares redutores. Para a atividade antioxidante, no método do DPPH a fragéo agua
apresentou a maior atividade, independente da inoculagdo. Pelo método do FRAP, a
fracdo &gua das plantas sadias apresentou maior atividade. No teste fungitdxico,
ambas apresentaram compostos capazes de inibir o crescimento do fungo
Cladosporium sp. Foi possivel quantificar na composi¢do quimica das plantas sem
inoculacdo os &cidos gélico, cafeico e clorogénico, além da vanilina. A cultivar
IAPAR-59 inoculada apresentou maior concentragdo desses compostos e foi detectada
ainda a presenga de um fenilpropanoide, o &cido trans-cindmico. A sintese desses
compostos pode ter ocorrido em resposta ao ataque do patégeno.

Palavras-chave: Estratégias de defesa. Pseudomonas syringae pv. Garcae.
Metabolismo secundario das plantas. Coffea arabica.
Inoculacéo.
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ABSTRACT

In phytopathology, several researches focuses on the relation of specificity
between the pathogen and the host, in the recognition phenomenon, the role of
phytotoxins and extracellular microbial enzymes in the pathogenesis and
biochemical factors of resistance, such as phenolic compounds, phytoalexins and
proteins related to pathogenesis.In this work had as objective to evaluate the
different extracts from coffee leaves IAPAR-59 with and without inoculation of
Pseudomonas syringae pv. garcae.Analyzes carried out in these extracts were
total phenolic and flavonoid, reducing sugars, antioxidant activity by DPPH and
FRAP test, beyond fungitoxic activity.It was possible to verify that coffee leaves
from IAPAR-59 healthy had higher content of phenolic compounds and
reducing sugars.For the antioxidant activity in DPPH method the water fraction
showed the highest activity, regardless inoculation.By the FRAP method, the
water fraction of healthy plants showed a greater activity.In the fungitoxic test,
both showed compounds capable to inhibit the growth of fungus Cladosporium
sp.It was possible to quantify in the chemical composition of no-inoculated
plants the gallic acid, chlorogenic and caffeic, besides vanillin.The IAPAR-59
inoculated showed a higher concentration of these compounds and was also
detected the presence of a phenylpropanoid, the acid trans- cinnamic.The
synthesis of these compounds may have occurred in response to pathogen attack.

Keywords: Defense strategies. Pseudomonas syringae pv. Garcae.
Secondary metabolism of plants. Coffea arabica. Inoculation.
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1 INTRODUCAO

As doencas causadas por fungos, bactérias, virus ou nematoides sdo um
dos principais fatores que limitam a produtividade de uma lavoura. Entre esses
patdgenos que ocorrem sobre as espécies de plantas de importancia econémica
na agricultura brasileira, as bactérias tém ganhado uma crescente expressdo, seja
pela gravidade das enfermidades ocasionadas nas culturas, pela capacidade com
gue se disseminam ou pela problematica encontrada no manejo das
enfermidades por elas ocasionadas (ROMEIRO, 2005; SILVA, 2007).

A inducgdo de resisténcia em plantas pode ser determinada como uma
resisténcia dindmica, que se apoia na producéo de barreiras fisicas e/ou quimicas
incitadas pela aplicacio de uma substancia indutora. E um evento sistémico ou
localizado, eficaz contra uma ampla gama de patégenos, como bactérias, fungos
ou virus (BONALDO et al., 2005; SILVA, 2007). Os ativadores de resisténcia
ou agentes indutores podem ser extratos de plantas, agentes quimicos,
metabdlitos microbianos, patégenos de plantas, entre outros (CAVALCANTI;
BRUNELLI; STANGARLIN, 2005; LIU; KLOEPPER; TUZUN, 1995;
SBALCHEIRO, 2006).

Na planta, os mecanismos de defesa podem ser estruturais e
bioquimicos, pré e/ou pos-formados relacionados a tentativa de entrada do
patdgeno no hospedeiro. Os mecanismos estruturais sdo compostos por barreiras
fisicas a penetracdo e/ou colonizacdo do patdgeno. Nos mecanismos
bioquimicos estdo incluidas substancias com capacidade de impedir o
desenvolvimento do patégeno ou produzir exigéncias contrarias a sobrevivéncia
nos tecidos do hospedeiro, carecendo estar presentes em concentra¢do oportuna
nos tecidos invadidos e de modo disponivel ao patdgeno, de maneira que
alteracbes na concentragdo da(s) substancia(s) resultem em modificacdo na
expressdo da doenca (RESENDE et al, 2014; SCHWAN-ESTRADA,
STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).
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Nos mecanismos bioquimicos pré-formados, anteriormente a entrada o
patdgeno os tecidos sadios apresentam altas concentracGes de substancias
podendo ser convertidas em substancias com alta toxicidade com o inicio da
infeccdo. Em contrapartida, nos mecanismos pés-formados, as substancias sao
presentes em baixos niveis ou se encontram inexistentes antes da infec¢do, sendo
ativadas em decorréncia a entrada do patdégeno ou geradas por meio de um
precursor remoto (GARCION; LAMOTTE; METRAUX, 2007).

As plantas produzem uma grande quantidade de compostos organicos
que diversas vezes parecem ndo estar relacionados diretamente em seu
crescimento e no seu desenvolvimento. Essas substdncias chamadas de
metabdlitos secundarios ou produtos secundarios, ndo expressando agdo direta
em processos como respiragdo, fotossintese, transporte de solutos, na sintese de
carboidratos, lipidios e proteinas (TAIZ; ZEIGER, 2004). Nos dias atuais, sdo
conhecidos cerca de 170 mil metabolitos secundérios, tendo sua producédo
influenciada por ataque de herbivoros ou patégenos, ou sendo sintetizados
constitutivamente em 6rgdos ou em estadios especificos de desenvolvimento
(GERSHENZON; Mc CONKEY; CROTEAU, 2000).

Os terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados sdo as
principais classes de metabdlitos secundarios gerados nas plantas, usado como
defesa contra estresses bidticos e abioticos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Nas plantas,
0s compostos fendélicos que sdo produzidos possuem efeitos protetores contra a
exposicdo aos altos niveis de radiagdo solar, infecgdo por bactérias ou fungos.
Somado a isso, 0s compostos fendlicos também sdo fundamentais para a
sinalizagdo, estrutura celular e pigmentacdo (SHETTY et al., 2008).

Os compostos fendlicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos
em dois grupos: os flavonoides e os ndo flavonoides, ambos sdo denominados
metabdlitos secundérios encontrados em frutas e vegetais. Os flavonoides

apresentam a estrutura quimica especificada por C6-C3-C6 (figura 1). J& 0s ndo
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flavonoides séo identificados como resultante das estruturas quimicas C6-C1
descritas como 4&cidos hidroxi benzoico, galico e eldgico; os resultantes das
estruturas quimicas C6-C3 caracteristicas dos &cidos cafeico e p-cumarico,
hidroxi cinamatos e o0s resultantes das estruturas quimicas C6-C2-C6

caracteristica do trans-resveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol-glucosidio

(DEGASPARI, 2004).
o 1]
c
=

Figural Estrutura quimica dos flavonoides
Fonte: Angelo e Jorge (2007)

Compostos fendlicos, que sdo produzidos em um curto periodo de tempo
e sdo acumulados apds a infeccdo, principalmente em variedades resistentes,
sendo toxicos aos patdgenos. Os &cidos clorogénico, ferdlico e cafeico sao
exemplos de alguns desses compostos. Determinadas formas de fen6is podem
ser transformadas em derivados com radicais de oxigénio, como 0 anion
fendxido, extremamente reativos, tornando-se muito toxicos (HARTLEB;
HEITEFUSS; HOPPE, 1997).

A tentativa de reduzir o uso de fungicidas com objetivo de minimizaro
impacto ambiental e evitar selecionar populagfes resistentes do patdgeno tem
motivado a procura de principios ativos provenientes de extratos vegetais e 6leos
essenciais. Diante disso, 0 objetivo neste trabalho foi quantificar e avaliar o
potencial biol6gico de metabolitos secundarios sintetizados em resposta a

interacdo cafeeiro x Pseudomonas syringae pv. garcae.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das mudas de cafeeiro

As sementes de cafeeiro da cultivar IAPAR-59 foram adquiridas no
sitio Fonseca, localizado no municipio de Lavras -MG. Posteriormente
foram semeadas em bandejas de plastico contendo areia lavada e, no
estadio “orelha de onca”, foram transplantadas para sacos de polietileno de
0,5L contendo substrato apropriado para a formacdo de mudas de café. As
mudas foram mantidas em fitotron (cdmara de crescimento com
temperatura em torno de 23°C, UR de 80% e 12 horas de fotoperiodo) onde
foram realizados todos os experimentos. As mesmas foram irrigadas
periodicamente e adubadas conforme a recomendagdo de Ribeiro,
Guimardes e Alvarez (1999).

2.2 Obtencgao do indculo de Pseudomonas syringae pv. garcae

O isolado de P. syringae pv. garcae foi obtido da colecdo de
microrganismos do Laboratério de Bacteriologia Vegetal da UFLA -
Universidade Federal de Lavras, denominado Lg, proveniente de Patos de
Minas, empresa Farroupilha. A bactéria foi preservada em agua mineral e
em tubos contendo meio 523 de Kadoe Heskett (1970) (MB1). Para a
inoculacdo, a bactéria foi repicada em placas de Petri contendo meio MB1 e
incubada a 25 °C. Apo6s 48 horas de crescimento, foi preparada a suspensao
bacteriana, removendo-se as colénias com uma al¢ca de Drigaslki,
calibradas para ODgoonm= 0,8 e pulverizadas nas mudas até o ponto de
escorrimento. Foi realizada cdmara Umida cobrindo-se com um saco
plastico, 24 horas antes e depois da inoculacdo. Ressalta-se que essa
metodologia utiliza alta concentracdo de indéculo, permitindo assim a

inoculacéo sem o uso de ferimentos.
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2.3 Experimento

Foi utilizada a cultivar de café IAPAR-59 que apresenta resisténcia a
ferrugem e resisténcia parcial a bactéria em estudo. O intuito nesse ensaio foi
comparar e identificar a producdo de metabolitos secundarios dessa cultivar,
com e sem inoculagéo.

No experimento foram utilizadas 300 mudas, sendo que 150 foram
inoculadas com P. syringae pv. garcae e outras 150 n&o foram inoculadas.A coleta
das amostras foliares foi realizada cinco dias ap6s a inoculacdo e a analise dos

metabolitos secundarios foi realizada conforme metodologia descrita a seguir.

2.4 Preparo dos extratos

Foram coletadas amostras de folhas novas (aproximadamente dois pares
de folha/planta) de plantas infectadas e ndo infectadas com P. syringae pv.
garcae. As amostras foram armazenadas individualmente em papel aluminio,
rapidamente congeladas em nitrogénio (N,) liquido e, em seguida, armazenadas
em ultrafreezer a -80° C para posterior analise.

Para obtencdo dos extratos foi utilizado o método de extracdo por
Soxhlet durante 24 horas. Amostras de cerca de 140 g de tecido foliar fresco
foram maceradas em N, liquido em almofariz até a obtencdo de um p6 fino. Esse
po foi colocado em um reservatério de pano (forma cilindrica) dentro do extrator
Soxhlet. Foram utilizados solventes em ordem crescente de polaridade: éter
etilico, metanol e agua. A primeira extracdo foi feita com éter etilico P.A, sob
aquecimento de até aproximadamente 40° C, em um baldo de fundo redondo.
Apos varios ciclos, o baldo foi retirado e o solvente evaporado em evaporador
rotativo, a pressdo reduzida. Esse extrato sofreu uma particdo liquido/liquido
com agua fornecendo o extrato agua/éter, que foi posteriormente liofilizado.
Apb6s a liofilizagcdo, o extrato seco foi armazenado em vidro &mbar, a

temperatura de -80° C para posterior anélise. A segunda extracdo foi realizada
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logo em seguida, utilizando-se temperatura de aproximadamente 60°C por um
periodo de 24 horas, seguindo o mesmo procedimento da primeira extragdo. O
material vegetal submetido as duas etapas de extracdo anteriores foi retirado do
Soxlet e transferido para um béquer, no qual foi realizada a extragdo com agua
sob aquecimento descrita por Vitorino et al. (2001), com pequenas
modificagdes. Cerca de 100 g de cada amostra foram submetidos & extracdo com
1000 mL de &gua em ebulicdo por 5min com agitador magnético. A mistura foi
filtrada em papel de filtro e armazenada ao abrigo da luz, & temperatura de -

80°C, para posterior liofilizacao.

2.5 Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

Para determinar do teor de compostos fendlicos totais, uma aliquota de
cada um dos extratos (125 pL), foi adicionada a 625uL do reagente Folin-
Ciocalteau (diluido em agua destilada 1:10) e 500 uL de carbonato de sodio 4%
(m/v) em &gua destilada. Ap6s 2 h de incubagéo protegida da luz e a temperatura
ambiente, a absorbancia foi mensurada em espectrofotbmetro, marca
BECKMAN, modelo DU 640B a 750 nm. O teor de compostos fenolicos totais
foram apresentados como equivalentes de 4cido galico (mg AG/g), calculados a
partir de uma curva formada por concentragbes que variaram de 5 a
100 pg/mL (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999).

2.5.1 Determinagéo do teor de flavonoides

Uma aliquota de 125 pL dos extratos foi adicionada a 375 pL de etanol,
25 pL de cloreto de aluminio 10% (m/v), 25 L de acetato de potassio 1M e 700
pL de agua destilada. Apds 30 minutos, a absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro, marca BECKMAN, modelo DU 640B a 425 nm. A curva
analitica para flavonoides totais foi feita usando como padrdo solugdo de

quercetina. O total de flavonoides foi apresentado como equivalentes de
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quercetina (mg Q/g extrato) e os valores foram expressos como média das
analises em triplicata (KALIA et al., 2008).

2.5.2 Determinac&o do teor de agUcares redutores

Para determinacéo do teor de acUcares redutores as analises foram feitas
segundo Miller (1959), na qual para cada aliquota de 1,0 mL de extrato foi
acrescido 1,0 mL do reagente DNS. A mistura foi aquecida a 100°C/15 minutos
e resfriada em banho de gelo, ap6s isso o volume foi completado com 13 mL de
agua destilada agitando até a homogeneizacao da solucao. Os agucares redutores
foram quantificados em espectrofotdmetro, marca BECKMAN, modelo DU
640B em comprimento de onda de 540 nm, utilizando curva analitica de glicose
cuja concentragéo variou entre 0,099 a 1,8g.

COOH COOH

CH (40 COOH
CH _ CH
+ —_— -

NO2 NaZ NO2 NH2

Figura 2 Reacéo de oxidacdo da carbonila pelo reagente DNS
Fonte: Miller (1959)

2.5.3 Determinacdo do perfil de fendis por cromatografia liquida de alta
eficiéncia
Foram utilizados com compostos padrfes para analise: &cido galico,
catequina, acido clorogénico (acido 5-cafeoilquinico), acido cafeico, vanilina,
acido p-cumarico, éacido ferulico, acido m-cumarico, cumarina, &cido o-
cumarico, &cido rosmarinico, quercetina e &cido trans-cindmico, todos

adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes utilizados para cromatografia,
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metanol (Merck) e acido acético (J.T. Baker), foram de grau analitico para
CLAE (espectroscdpico) e agua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q.

2.6 Preparacdo das amostras e padroes

A guantificacdo das amostras foi realizada por padronizacdo externa. As
curvas analiticas foram produzidas pela injecdo em triplicata das solucdes-
padrdo, obtidas por diluicdes da solugdo-estoque contendo 4x10°mol/L de cada
padrdao diluido em solucdo de etanol. As curvas analiticas foram obtidas por
regressdo linear considerando o coeficiente de correlagdo minimo de 0.995.

Apos a filtracdo das amostras e dos padrdes em um filtro de membrana de
nylon de 0.45um, as mesmas foram injetadas diretamente no cromatografo (AQUINO
et al., 2006). A identidade dos analitos contidos nos extratos foi confirmada pelo
tempo de retenco e pelos picos da amostra comparados aos dos padrdes.

2.7 Equipamento e Condicées CLAE

Utilizou-se o equipamento UFLC Shimadzu, equipado com uma bomba de alta
pressdo modelo LC-20AT, um detector com UV-VIS modelo SPD-20A HT, injetor
automéatico com autoamostrador modelo SIL-M20A, forno modelo CTO-20A. As
separacOes foram realizadas empregando-se uma coluna empacotada SUPELCOSIL
C-18 (250 mm x 4,6 mm - Sigma), com particulas esféricas de 5um conectada a uma
pré-coluna SUPELCOSIL C-18 (5,0 cm x 4,6 mm, 5 um-Sigma).

Os solventes de eluicdo utilizados na fase movel foram: solucéo de acido
acético 2% em agua (fase A) e 70% metanol em solucédo de acido acético 2% em
agua (fase B). O comprimento de onda utilizado foi de 271nm, o fluxo de
1,0mL/min, volume de injecdo de 20uL e tempo de corrida de 60 min, realizada
a uma temperatura de 35°C. As amostras foram eluidas de acordo com o

gradiente representado na Tabela 1.



73

Tabelal Gradiente de elui¢do utilizado no CLAE para anélise dos compostos

fendlicos
Tempo (min) Solvente A (%ov/v)  Solvente B (%ov/v)
2,00 85 15
5,00 70 30
15,00 65 35
25,00 60 40
43,00 55 45
50,00 20 80
55,00 100 0
60,00 100 0

2.8 Atividade sequestrante do radical livre (DPPH) e 0 EC50

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995)
se apoia na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por
antioxidantes, causado uma diminuicdo da absorbancia a 515 nm. Os extratos
foram preparados em microtubos com quatro diluigdes diferentes em triplicata.
Em ambiente escuro foi transferida uma aliquota de 25 pL de cada dilui¢do do
extrato para microtubos com 975 pL da solucdo de DPPH 0,06 mM, e
homogeneizada. Para o controle foi utilizado 25 pL da solugdo de alcool
metilico, acetona e 4gua e homozeizada com 975 pL da solucdo de DPPH 0,06
mM. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro marca
BECKMAN, modelo DU 640B.

Os valores do EC50 foram determinados por regressdo linear dos
graficos em que o eixo das abscissas corresponde a concentracdo dos extratos e

0 eixo das ordenadas a atividade antioxidante (%).

2.9 Poder antioxidante de reducéo do ferro (FRAP)

Os antioxidantes existentes nos extratos foram analisados como

redutores do Fe*® a Fe?, tornando quelados por 2,4,6-Tri(2-Piridil)-s-Triazina
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(TPTZ), para formar o complexo Fe™-TPTZ (cor azul) com absorcdo maxima
em 593 nm (BENZIE; STRAIN, 1996).0 reagente de FRAP foi obtido por meio
de uma mistura de (a) tampdo acetato de sodio 300 mM a pH 3,6; (b) solucdo
de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10mM em HCI 40 mM; (c) solucdo de
cloreto férrico 20mM. Para conseguir o reativo FRAP, os reativos a, b e ¢ foram
combinados na proporc¢do de 10:1:1 no momento da analise. Como padrao foi
usado o sulfato ferroso heptahidratado. Em tubo de ensaio foram adicionados 30
pL de cada diluicdo do extrato, 90 pL de agua destilada, misturados com 900 pL
do reagente FRAP e incubados durante 30 minutos a 37°C. A leitura da
absorbéncia foi realizada em espectrofotdmetro marca BECKMAN, modelo DU
640B, a 593 nm e o reagente do FRAP foi usado como branco. O padrdo de
sulfato ferroso heptahidratado foi utilizado para a construgdo da curva com
diferentes concentracGes, que modalizarm de 100 a 2000 M. Os resultados da
atividade antioxidante foram apresentados em uM sulfato ferroso/g de amostra
(atividade antioxidante equivalente ao sulfato ferroso heptahidratado). Todas as

andlises foram realizadas em triplicata.

2.10 Avaliacdo da atividade fungitdxica dos extratos utilizando cromatografia
em camada delgada

A atividade fungitoxica dos extratos foi avaliada por meio de
bioautografia, utilizando o fungo Cladosporium sp. Foram utilizadas placas
preparadas com silica gel 60 GF 254 (20 cm x 20 cm) (Merck). As placas foram
submetidas a uma pré-corrida utilizando como fase mével uma mistura de
solventes, composta de hexano, éter etilico e metanol, na propor¢do de 5:6:4
para a remo¢do de possiveis impurezas presentes na area de corrida
cromatografica. Amostras de 5uL dos extratos foram solubilizadas com os
mesmos solventes utilizados na extracéo e foram aplicadas em pontos espac¢ados

de 1 cm e a uma distancia de 2 cm da extremidade inferior da placa.
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Na corrida cromatogréfica, foram utilizadas cubas de vidros 8 x 24 x 24
cm, utilizando o mesmo sistema de solventes da pré-corrida. A corrida foi
realizada até percorrer 16 cm, a partir dos pontos de aplicacdo das amostras.
Apbs o fim da corrida e a evaporacdo dos solventes retidos na placa, esta foi
visualizada sob uma camara de ultravioleta (UV) contendo lampadas capazes de
emitir luz nos comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm. As manchas foram
visualizadas e as distancias de migracdo, denominadas de Fator de Retencédo (Ry)
calculadas pela razdo entre o intervalo percorrido pela amostra a partir do seu
ponto de aplicagdo até o ponto de visualizagdo das manchas, pela distancia total
percorrida pelo solvente a partir do ponto de aplicagdo das amostras. Apos 24
horas, as placas foram submetidas a bioautografia, colocadas em bandejas
plasticas forradas com papel filtro umedecido. Posteriormente, foi pulverizado
sobre as placas com um borrifador manual, o fungo Cladosporiumsp. na
concentragdo de 5 x 10° conidios/mL diluido em meio de cultura liquido
contendo sais e sacarose (COOPER; WOOD, 1975; OLIVEIRA; ROMEIRO;
MUCHOVEJ, 1991; SOUZA; ROMEIRO; MUCHOVEJ, 1991). As bandejas

com as placas foram envolvidas com filme pléastico para a formagdo de cAmara

Umida e incubadas por 48 horas a 25°C. Decorrido esse tempo foi realizada a
identificacdo visual de zonas de inibi¢do do crescimento fangico (VILLAS
BOAS; GOMBERT, 2006).

2.11 Fracionamento dos extratos provenientes das folhas de cafeeiro IAPAR-59

Ap0s a bioautografia, os extratos brutos que apresentaram fungitoxicidade
foram fracionados por cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP),
na qual foram aplicados 20 L de cada extrato, em placas individuais, por meio
de capilar de vidro. As placas foram submetidas a corrida com 0s mesmos
eluentes usados o item 2.7, a fim de obter a separacdo de compostos.

Posteriormente, essas fraces foram analisadas por cromatografia liquida de alta


http://lattes.cnpq.br/8000200381297402
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eficiéncia (CLAE), conforme o item 2.5.4, utilizando como padrdes externos de
comparacdo os seguintes compostos fenolicos: &cido glico, catequina, cido
clorogénico (&cido 5-cafeoilquinico), acido cafeico, vanilina, &cido p-cumarico,
acido ferdlico, acido m-cumarico, cumarina, 4acido o-cumarico, acido

rosmarinico, quercetina e acido trans-cinamico.

2.12 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado no experimento para comparagdo
das atividades antioxidantes pelos métodos de DPPH e FRAP foi feito em blocos
casualizados com oito tratamentos comparados com dois tratamentos padrdo
Acido Ascérbico (AA) e BHT (Butilhidroxitolueno) totalizando 10 tratamentos.
Utilizou-se o teste de Dunnett a 5% de significancia, visando comparar 0s
tratamentos entre si. Como os tratamentos testados diferiram dos tratamentos
padrdes utilizou-se o teste de Tukeyao nivel de 5 % de probabilidade visando
verificar diferenca entre eles.

O experimento visando verificar a diferenca na composigdo quimica da
cultivar IAPAR-59 sobre a influéncia do patdgeno, pelos diferentes métodos de
extragdo foi instalado em delineamento experimental em blocos casualizados em
esquema fatorial 2x4 (inoculagdo: plantas inoculadas e ndo inoculadas e quatro
extratores: éter, agua /éter, metanol e dgua). Foram utilizadas trés repeticdes. Os
dados originais dos teores de fenolicos totais, flavonoides e agucares redutores
foram submetidos a analise de variancia e suas médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As variaveis estudadas foram analisadas por meio
do programa de analises estatisticas Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2010).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise do perfil de fendis de folhas de cafeeiro IAPAR-59

Mediante a utilizacdo de alguns padrdes, foi possivel quantificar na
composicdo quimica da cultivar IAPAR-59 os &cidos gdlico, cafeico e
clorogénicoe vanilina (Figura 1). A cultivar IAPAR-59 inoculada com P.
syringae pv. garcae apresentou maior concentracdo desses compostose foi
detectada a presenca de vanilina, ndo encontrada nas plantas sem
inoculacdo neste tipo de extrato. A vanilina é um aldeido derivado do
acidobenzoico (um acido fenodlico), pertencente a familia dos compostos
fenolicos. Possui atividade antimicrobiana (CERRUTI; ALZAMORA;
VIDALES, 1997) e antioxidante (TAI et al.,2011).

o

~

OCHs,
OH

Figura 3 Estrutura quimica da vanilina

Além desses compostos, outros picos ndo identificados foram
detectados, com destaque para o pico apontado pela seta no cromatograma
das plantas inoculadas, que aparece em concentracdo significativamente
maior em relagdo as plantas sem inoculagédo, na tabela 2 estdo os teores dos
compostos obtidos por CLAE dos extratos das folhas de café IAPAR-59

nao inoculadas e inoculada.
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Figura4 Cromatogramas obtidos por CLAE dos extratos das folhas de café
IAPAR 59 ndo inoculadas e inoculadas.
1 - Acido Galico; 3 - Acido Clorogénico; 4 - Acido Cafeico;
5 - Vanilina.

Tabela2 Teores dos compostos obtidos por CLAE dos extratos das folhas de
café IAPAR-59 ndo inoculadas e inoculado, em pg/100 ug

Compostos Plantas n&o inoculadas Plantas inoculadas
1 - Acido Galico 47,24 72,99

3 - Acido Clorogénico 19,35 30,47

4 - Acido Cafeico 1487,42 1697,29

5 - Vanilina Nd 20,19

Nd: composto ndo detectado

Mediante a utilizacdo de alguns padrdes, foi possivel quantificar na
composicdo quimica da cultivar IAPAR-59 os &cidos galico, cafeico e
clorogénicoe vanilina (Figura 1). A cultivar IAPAR-59 inoculada com P.
syringae pv. garcae apresentou maior concentracdo desses compostose foi
detectada a presenca de vanilina, ndo encontrada nas plantas sem
inoculacdo neste tipo de extrato. A vanilina € um aldeido derivado do

acidobenzoico (um éacido fendlico), pertencente a familia dos compostos
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fenodlicos. Possui atividade antimicrobiana (CERRUTI; ALZAMORA;
VIDALES, 1997) e antioxidante (TAI et al.,2011).

Além desses compostos, outros picos ndo identificados foram
detectados, com destaque para o pico apontado pela seta no cromatograma
das plantas inoculadas, que aparece em concentracdo significativamente
maior em relacdo as plantas sem inoculacdo, na tabela 2 estdo os teores dos
compostos obtidos por CLAE dos extratos das folhas de café IAPAR-59
ndo inoculadas e inoculada.

Os compostos fenodlicos sdo fitoquimicos conhecidos encontrados em
todas as plantas. Eles consistem de fenois simples, acido benzoico, cindmico,
cumarinas, taninos, ligninas, lignanos e flavonoides (KHODDAMI; WILKES;
ROBERTS, 2013). As folhas do cafeeiro possuem varios desses compostos, 0s
quais podem ter significativo atribuicdo na suscetibilidade dos cafeeiros aos
insetos (KUSHALAPA; ESKES, 1989). Entre esses compostos, 0S que Se
encontram em maiores concentra¢des nas folhas do cafeeiro sdo os fenois e 0s
terpenoides (FERNANDES et al., 2009a).

Os resultados encontrados corroboram com os de Fernandes et al.
(2009b), que analisaram folhas de cafeeiro Catuai Vermelho. Os compostos
encontrados em maior teor foram cafeina, acido clorogénico e &cido cafeico,
havendo também outros compostos presentes em baixas concentracdes, cuja
identificacdo n&do foi apresentada. Ramiro, Guerreiro Filho e Mazzafera (2006)
verificaram menor ataque de Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville)
(Lepidoptera: Lyonetiidae) em plantas de C. arabica com altas concentra¢des
deécido clorogénico. De acordo com Rodrigues et al. (2011), a resposta das
folhas de cafeeiro ao estresse pela infeccdo fungica por H. vastatrix
possivelmente seja 0 aumento na concentracdo de &cido clorogénico. No

trabalho de Leitdo (2010), o possivel envolvimento dos &cidos clorogénicos na
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defesa do cafeeiro contra a ferrugem alaranjada foi evidenciado pela presenca do
composto 5-cafeoilquinico, sendo, provavelmente, o mais abundante.

A partir das diferencas detectadas na composi¢do quimica das folhas de
cafeeiro da cultivar IAPAR-59, frente a inoculagdo, ambas as amostras (inoculada e
ndo inoculada) foram submetidas & extracdo com solventes de diferentes polaridades

coma finalidade de fracionar os compostos e avaliar sua bioatividade.

3.2 Anélise do teor de compostos fenolicos totais

Analisando os dados da Tabela 3, foi possivel observar que o extrato
agua/éter foi o mais eficiente em extrair compostos fendlicos das folhas de
cafeeiro submetidas a inoculagéo, cujo teor de fendlicos foi de 489,65 + 9,4mg
AG/g extrato, apresentando diferenca estatisticamente significativa em relacdo
aos demais extratores. Para plantas sadias, houve distingdo ao resultado anterior,
no qual o extrato proveniente da agua foi o que mais extraiu compostos
fendlicos, com teor de 755,52 + 3,0 mg AG/g extrato, diferindo-se dos demais.
Com excegdo do extrato etéreo, que ndo teve diferenca estatistica significativa,
em todos o0s outros extratos testados, as plantas sadias apresentaram maior
quantidade de compostos fendlicos nas suas folhas, em comparacéo as plantas

sobre a influéncia do pat6geno.

Tabela 3 Teor de fendlicos totais (mg AG/g extrato) dos extratos de folhas de
cafeeiro IAPAR-59

Solvente extrator Inoculacéo

Plantas inoculadas Plantas sadias
Eter 173,32+ 5,6 165,13 + 3,7
Agua/Eter 489,65 + 9,4 *® 536,52 + 9,5 ™
Metanol 160,11 + 4,58 244,40 + 4,7 A
Agua 397,36 +32 ™ 755,52 +3,0

Resultados expressos como média * desvio padrdo (n=3). Médias com letras diferentes
(mindsculas nas colunas e maitsculas nas linhas) sdo estatisticamente diferentes (Tukey
p<0,05).



81

De acordo com Salgado et al. (2009), os teores de fendis totais nas folhas
destinadas aos testes de resisténcia ao bicho-mineiro ndo diferiram
estatisticamente entre as cultivares Catuai e Obatd, no entanto observou-se uma
maior concentracdo dos fenodis totais nas folhas ndo infestadas (testemunhas)
guando comparadas com folhas infestadas pelo bicho-mineiro. Isso foi atribuido a
semelhanca na concentracdo de fendis totais nas folhas das cultivares Catuai e
Obata e a suscetibilidade dessas plantas ao ataque do bicho-mineiro. No momento
em que ha lesdes decorrentes do atagque do inseto a planta, diminuiram os teores de
fendis totais, que podem ter sido utilizados de alguma forma no complexo
mecanismo de defesa da planta. Esse resultado corrobora com 0s encontrados no
trabalho de Ramiro, Guerreiro Filho e Mazzafera (2006), que demonstraram que a
sintese de compostos fendlicos por Coffea arabica é afetada por pragas, doencas e
ervas daninhas. No trabalho de Boari et al. (2006), ndo houve diferenca no teor de
compostos fenolicos em graos de frutos manchados e ndo manchados pelo virus
da mancha anular do cafeeiro. Em Datura stramonium L., infectada pelo
Potatovirus X, houve diminuicdo no teor de compostos fendlicos nas folhas
infectadas pelo patdégeno. Na infecgdo sistémica, em contrapartida, ocorreu
aumento do teor de fendis nas plantas infectadas, tal qual aconteceu com as
plantas infectadas por fungos (DUARTE et al., 2008).

Kroner et al. (2012) observaram um aumento da concentracdo de
substancias fendlicas ap6s o tratamento com eliciador do fungo, porém ndo
aconteceu producdo de outras substancias, ou seja, houve somente variagao
guantitativa de compostos fenolicos. Essa resposta também ocorreu em plantas de
milho (Zea mays L.) submetidas a inoculacdo com os fungos Colletotrichum
graminicola (Ces.) e Helminthosporium maydis Nisikand Miy, havendo aumento
expressivo de dois compostos fendlicos que ocorriam em baixissimas concentragdes
em plantas sadias (LYONS; WOOD; NICHOLSON, 1990). Em folhas de macieira

(Malus spp.), o fungo Venturia inaequalis (Cke.) Wint., causou aumento da
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producédo do &cido clorogénico entre 1,1 a 7,6 vezes maior que nas folhas sadias
(PETKOVSEK; STAMPAR; VEBERIC, 2009). Em folhas de arroz da variedade
IR36 inoculadas com isolados patogénicos e ndo patogénicos do fungo
Helminthosporium oryzae Breda de Haan, também houve aumento de compostos
fendlicos. Entretanto, quando as folhas de arroz foram tratadas com a toxina
produzida por esse fungo, a concentragdo de compostos fendlicos diminuiu
bruscamente, provavelmente, pelo fato da toxina suprimir o mecanismo de defesa da
planta exercido pelo composto fendlico (VIDHYASEKARAN; BORROMEQ,;
MEW, 1992).

De acordo com o0 exposto, a resposta da planta pode variar dependendo do
patogeno ou do estagio da infecgdo. Na infeccdo por fungos, ocorreu 0 aumento dos
teores de fendis totais nas plantas doentes, enquanto que na infeccéo viral houve
uma diminuicéo. Pelos resultados encontrados neste trabalho, a infeccio bacteriana
também resultou na queda do teor de compostos fendlicos totais. Porém, isso nao
significa que a planta diminua sua produgdo de compostos fendlicos com a infec¢éo.
O que pode ocorrer é que, no momento do preparo dos extratos da folha e da analise
do teor de fendlicos, a planta ja tenha utilizado parte dos compostos no complexo
mecanismo de defesa, oxidando-os a quinonas (ROSATTO et al., 2001), que
geralmente sdo mais toxicas aos patégenos. Como o principio da reacao do Folin-
Ciocalteau € a oxidacdo dos fenolatos (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999), as quinonas ndo podem ser detectadas, levando a queda no
teor de compostos fenolicos em comparacéo as folhas da planta sadia.

A velocidade da expressdo da resisténcia é fator determinante na
colonizagéo do patdgeno, pois, quanto mais rapida for a resposta da planta ao ataque
do patdgeno, mais eficiente € a resisténcia de um hospedeiro considerado suscetivel
(EL HADRAM I et al., 2010; PIETERSE etal., 2009).
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3.3 Determinacéo do teor de flavonoides

Foi possivel observar na Tabela 4 que para plantas inoculadas, o
solvente mais eficiente na extracdo de flavonoides das folhas de cafeeiro foi o
metanol, diferindo estatisticamente dos demais extratores analisados, sendo seu
teor de 103,53 mg quercetina/g extrato. Para as plantas sadias, o extrato
proveniente da é&gua apresentou maior teor de flavonoides, 120,19
mgquercetina/g extrato, apresentando diferenca significativa dos demais
extratores. Com relacdo a inoculacdo, observou-se que 0s extratos preparados
com o solvente éter, assim como metanol, tiveram seus maiores teores de
flavonoides quando as plantas foram submetidas a inoculagdo, ao contrario do
extrato aquoso, que apresentou o maior teor em plantas ndo inoculadas. Para o
extrato preparado com o solvente &gua/éter, a inoculagdo ndo interferiu no teor
de flavonoides. Os extratos que foram produzidos com solventes mais polares
como o metanol e a 4gua conseguiram extrair maior quantidade de flavonoides
em relacdo ao extrato etéreo, que tem caracteristica mais apolar. 1sso pode ser
explicado pelo fato de os flavonoides possuirem caracteristica mais polar, sendo
facilmente extraidos por solventes como agua, metanol, etanol e suas misturas
(MARKHAM, 1982; YAO et al., 2004).

Tabela4 Teor de flavonoides totais (mg quercetina/g extrato) de extratos de
folhas de cafeeiro IAPAR-59

Solvente extrator Inoculacéo
Plantas Inoculadas  Plantas sadias
Eter 44,88 +£7,0 " 26,74 +2,0®
Agua/Eter 53,66 5,5 ** 56,39 +8,4 A
Metanol 103,53 +16,1 78,11 +0,9 B
Agua 52,50 +6,8 "® 120,19 +6,1 **

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras diferentes
(minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas) sao estatisticamente diferentes (Tukey
p<0,05).
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Os flavonoides sdo compostos fendlicos com estrutura fundamentada em
2-fenil-benzopirano (C6C3C6), sendo constituido por diversas classes, em
conformidade com o grau de oxidacdo do anel central (HARBORNE, 1973).
Nas folhas, as flavonas e os flavondis sdo os mais facilmente encontrados
(PIETTA et al., 1989). De acordo com Petkoviek, Stampar ¢ Veberi¢ (2009) em
plantas de macgd (Malus spp.) infectadas pelo fungo Venturia inaequalis (Cke.)
Wint, houve aumento da concentracdo de flavondis, como a rutina (quercetina 3-
O-rutinosideo) e a quercitrina (quercetina 3-Oramnose). O teor de flavonois
encontrado em frutos de Vitis vinifera L. var. Cabernet Sauvignon infectados
com Grapevineleaf-roll-associated virus-3 (GLRaV-3) foi maior em relacdo ao
de plantas sadias, em estagios que antecedem ao amadurecimento do fruto.
Entretanto, na fase de amadurecimento dos frutos de V. vinifera, ocorreu a
reducdo do teor de flavonois (VEGA et al., 2011). Dessa maneira, pode-se
perceber que ha variacdo dos metabolitos secundarios em plantas infectadas
comparadas com plantas sadias em diferentes estagios de maturacdo da planta.
As antocianinas, outro grupo de flavonoides, presentes em plantas de V. vinifera
infectadas por GLRaV-3, apresentaram menor concentracdo comparada com
plantas sadias. Uma plausivel explicacdo para a reducdo do teor total de
antocianinas nas plantas infectadas de V. vinifera comparado com as sadias seria
a reducdo da expressdo dos mais importantes genes da via de sintese dos
flavonoides (VEGA et al., 2011).

De outra maneira, o teor de flavonoides em folhas de macieira diferiu
estatisticamente entre folhas resistentes e suscetiveis a sarna da macieira, sendo
gue as primeiras apresentaram menores quantidades (FELIPINI, 2011). Dentro
da classe dos flavonoides esta a fitoalexina floridizina, uma dihidrochalcona, que
ao degradar em &cido florético e em &cido p-hidroxibenzoico, possui atuagdo
direta contra a infeccdo de V. inaequalis (sarna da macd) (MIKULIC
PETKOVSEK; STAMPAR; VEBERIC, 2009).
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O uso do cloreto de aluminio para a indicacao do teor de flavonoides é
um procedimento com algumas limitagdes. O método € acurado, possivelmente
reproduzivel, o qual fornece desvios minimos ou ausentes entre um ensaio e
outro com a mesma amostra. Contudo, ele pode apresentar pouca exatiddo, ou
seja, o valor fornecido pelo método pode ser diferente (em geral inferior)
comparado a quantidade de flavonoides totais realmente contidos na amostra
analisada. O valor mensurado e o valor real sdo mais préximos entre si tanto
quanto mais elevada a proporcéo de flavonois encontrados na amostra, e mais
distantes quanto mais elevada a proporcdo de flavonas. Esse acontecimento
decorre do comprimento de onda selecionado (425 nm) é correspondente a
banda de absor¢do do complexo quercetina-Al. A quercetina € um flavonol,
seguramente o mais comum dos flavonoides encontrado nas plantas. Os
complexos dos demais flavonois com aluminio absorvem préximos a 425
nm, mas os complexos advindos de flavonas absorvem em menores
comprimentos de onda, 0 que gera uma subestimativa nas determinacfes de

misturas com elevada concentracdo de flavonas (WOISKY, 1996).

3.4 Determinacéo do teor de agUcares redutores

Na Tabela 5 observou-se que, para o teor de agucares redutores em plantas
inoculadas, o solvente mais eficiente para a extracéo foi o 4gua/éter, tendo seus teores
quase cinco vezes maiores que o extrato produzido com éter. J4 em plantas sadias o
maior teor foi obtido no extrato metandlico.

Analisando os dados da Tabela 5, foi possivel observar que a maioria dos
extratos apresentou maior quantidade de agUcares redutores quando as plantas estavam
isentas do patdgeno, com excecdo do extrato resultante do &gua/éter, que quando
submetidas a inoculacdo, as plantas tiveram como resultado 217,53 mg glicose/g
extrato em comparacdo as plantas sadias que apresentaram o teor del30,15 mg

glicose/g extrato.
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Tabela 5 Teor de agUcares redutores (mg glicose/g extrato)

Solvente extrator Inoculagéo
Plantas inoculadas Plantas sadias
Eter 4594 +571°® 161,25+ 17,0
Agua/Eter 21753 +43% 130,15+ 12,1
Metanol 186,76 +6,1 ™ 298,73 +13,6*
Agua 53,86 +2,7°® 89,29 +35%

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras diferentes
(mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas) sdo estatisticamente diferentes (Tukey
p<0,05).

Pelo que pdde ser observado, o patégeno tem influéncia na reducéo no teor de
acUcares redutores nas folhas. De acordo com Carvalho (1991), a diminuicéo do teor
de agUcares redutores, na presenca do fungo, indica um possivel consumo desses
aclcares. Boari e colaboradores também confirmaram essa hipdtese em 2006,
relatando que frutos de café quando atacados pelo virus da mancha anular do cafeeiro
apresentaram menor teor de acucares redutores (BOARI et al., 2006). Em tomateiro,
inoculado com J2 de M. incognita, 0 aumento do periodo de infecgdo nas plantas
causou reducéo do desenvolvimento radicular, diminuicéo progressiva na expansdo da
area foliar, assim como menor contelido de glicose, amido e sacarose nas folhas e nas
raizes (ANWAR, 1995). O trabalho realizado por Abrdo e Mazzafera (2001)
corrobora com os resultados encontrados nesses ensaios. Em plantas de algodoeiro
inoculadas com 500 ovos de M. incdgnita, ocorreu aumento na concentragdo de
agUcares nas folhas, porém naquelas inoculadas com 5000 ovos houve decréscimo na
sua concentracéo.

A energia produzida por meio da respiragao é utilizada pela planta em todos
os tipos de trabalhos celulares, desde o acumulo e mobilizagdo de compostos, sintese
de proteinas, ativagdo de enzimas, crescimento celular e divisdo e, principalmente,
reaces de defesa. Quando as plantas sdo infectadas por patdgenos, a taxa respiratoria

geralmente aumenta. Isso significa que os tecidos afetados usam suas reservas de
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carboidratos mais rapidamente que os tecidos sadios (AGRIOS, 2005). A energia
proveniente dessas reservas € requerida na rapida producdo ou mobilizacdo dos
mecanismos de defesa celular, o que inclui a sintese de compostos fendlicos. Essa
biossintese pode acontecer por meio de trés rotas metabolicas subjacentes a gliclise
designadas como acetato-mevalonato, acetato-malonato e acetato-shiquimato
(RESENDE et al., 2014). Sendo assim, com a infeccdo hd o aumento da taxa
respiratdria. Essa resposta induz o consumo de carboidratos cujos metabodlitos séo
utilizados na produgdo de compostos fenolicos, levando ao aumento do teor dos

mesmaos.

35 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método da atividade
sequestrante do radical livre DPPH*EC50

Analisando a Tabela 6 pode-se observar que os extratos preparados com o
solvente &gua/éter e a dgua ndo diferenciaram em atividade antioxidante, obtendo
resultados mais proximos do padrdo, tanto para plantas inoculadas como para sadias.
Além disso, os extratos preparados com &gua/éter e agua também ndo diferiram
quanto & inoculacdo. No caso do extrato metandlico, 0 maior sequestro de DPPH
ocorreu em plantas sadias. J& para o extrato etéreo, as plantas submetidas & inoculagéo

obtiveram maior atividade antioxidante.

Tabela 6 Atividade antioxidante DPPH®ECs;, (ug/mL)

Solvente extrator Inoculacéo
Plantas inoculadas Plantas sadias
Eter 209,22 +2,32 ™ 504,41 +49,04 ©®
Agua/Eter 119,32 +5,89 91,98 +1,35*
Metanol 343,35 +21,73® 298,14 +16,32 ™
Agua 85,14 0,47 64,23 3,36

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras diferentes
(mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas) sdo estatisticamente diferentes (Tukey
p<0,05).
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Na avaliagdo da atividade antioxidante de um vegetal é preciso extrair o
maximo de compostos bioativos, e estes apresentam diferentes polaridades. Logo, a
solubilidade em um estipulado solvente é traco particular de cada fitoquimico, o que
justifica a inexisténcia de um método de extracdo universal (MELO et al., 2008).
Segundo Reynertson, Basile e Kennelly (2005), a intensidade da atividade
antioxidante pode ser mensurada de acordo com a concentracdo eficiente (EC50)
conseguida, usando os resultados de atividade antioxidante de diluicdes em série. O
EC50 é a concentracdo de extrato necessaria para reduzir 50% de radical DPPH e
tanto quanto menor o valor de EC50 mais elevada é a atividade antioxidante. A
atividade antioxidante pode estar diretamente correlacionada a presenca de compostos
fendlicos, como taninos e flavonoides, presentesna maioria das espécies estudadas
(FABRI et al., 2011).

No café, a quantidade de moléculas de DPPH que sdo reduzidas esta
relacionado com o teor de fendis, do qual acido clorogénico é um dos integrantes.
Produtos da reacdo de Maillard, cafeina, trigonelina e elementos volateis, também
colaboram para a reducdo do DPPH' (NEBESNY; BUDRYN, 2003). No trabalho Del
Castillo, Amese Gordon (2002) foi encontrado em café arabica uma elevagéo do grau
de atividade antioxidante na reacdo com ABTS (&cido 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolino-6-sulfénico), onde os grdos verdes até a torra média apresentaram
aumento e diminuicdo acentuada na torra escura.

Em geral, os estudos ja realizados com o café referem-se ao gréo de café
verde ou torrado. Pouco é conhecido sobre a composi¢do quimica e atividades

bioldgicas das folhas de café.

3.6 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método do poder de reducao do
ferro (FRAP)

Foi possivel observar (Tabela 7) que em plantas inoculadas, o extrato que

conseguiu reduzir maior quantidade de Fe*em Fe**foi o etéreo (25,27 + 0,6 mM
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Fe,SO,/g) diferindo estatisticamente dos demais solventes testados. J& nas plantas
sadias, 0 extrato que obteve maior quantidade de reducdo Fe*em Fe**foi 0 aquoso
(33,87+ 0,4mM Fe,SO4/g), mantendo diferenca significativa das demais amostras.
Com relagdo a inoculagdo, plantas sadias e doentes quando extraidas com metanol ndo
apresentaram diferenca. Plantas inoculadas apresentaram maior reducdo do ferro no
extrato etéreo quando comparado com plantas sadias. Em se tratando dos extratos
produzidos com a &gua e agua/éter, foi observada diferenca significativa na redugéo de
maior quantidade de ferro nas plantas ndo inoculadas quando comparadas as plantas

sobre a presenca do indculo.

Tabela7 Atividade antioxidante pelo método do Poder de Reducdo de Ferro

(FRAP)
Solvente extrator Inoculaco
Plantas inoculadas Plantas sadias
Eter 25,27 0,60 10,06 +0,37 ®
Agua/Eter 17,27 +0,40 "8 19,50 + 0,51
Metanol 15,28 + 0,24 A 14,85 + 0,60
Agua 15,09 +0,73® 3387040

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras diferentes
(minusculas nas colunas e mailsculas nas linhas) sdo estatisticamente diferentes (Tukey
p<0,05).

A variagdo na atividade dos extratos provavelmente ocorreu pelo
mecanismo caracteristico do FRAP na avaliacdo da atividade antioxidante, visto
gue esse método é limitado & mensurar compostos que levam a transferéncia de
elétrons (PRIOR; XIANLI; SCHAICH, 2005).

Nos fendis, a estrutura quimica é constituida pelo anel benzénico com
grupos hidroxilas ligados de modo direto a estrutura ciclica. O grupo dos fendis
se reparte em flavonoides (polifendis) e ndo flavonoides (fendis simples ou
acidos) (JACKSON, 1994). Os compostos fendlicos possuem propriedades

bioldgicas relativas a atividade antioxidante todo fenol exerce sobre certo meio.
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A atividade dos antioxidantes, por sua vez, decorre da sua estrutura quimica,
podendo ser definida pela atuacdo da molécula como agente redutor (velocidade
de inativacdo do radical livre, reatividade com demais antioxidantes e potencial
de quelacdo de metais) (MAMEDE; PASTORE, 2004).

Pulido, Bravo e Saura-Calixto (2000) verificaram que a utilizacdo de
diferentes solventes afeta o poder redutor da amostra analisada. A eficiéncia
antioxidante estabelecida pelo método FRAP ¢ relativo ao potencial redox dos
compostos analisados, definido pela complexidade das suas moléculas. Isso
pode justificar a diferenca da atividade antioxidante dos extratos avaliados, por
se tratar de diferentes solventes.

N&do foram encontrados estudos com a determinagdo da atividade
antioxidante pelo método FRAP em folhas de cafeeiro, o que demonstra a
importancia de mais estudos na érea.

Apo6s analisar os resultados do teor de fendlicos totais, flavonoides e
acucares redutores, bem como a atividade antioxidante expressa nos métodos de
sequestro de radical livre DPPH e poder redutor de ferro (FRAP) foi realizada a
andlise da correlacdo de Pearson para essas variaveis.

Foi possivel observar, de acordo com a Tabela 8, que para o teor de
fenolicos e a atividade antioxidante apresentada pelos extratos de folhas de café
IAPAR-59 houve uma correlagcdo de moderada a forte. Porém, para 0 DPPH, essa
correlacdo foi negativa e para 0 FRAP, positiva. Para o teor de flavonoides no
método do DPPH houve uma correlacdo negativa de fraca a moderada, j& para o
FRAP a correlagdo foi positiva, de moderada a forte. Nos agucares redutores, para
ambos os métodos de analise de atividade antioxidante a correlacéo foi de fraca a
moderada, sendo 0,41 para 0 DPPH e -0,48 para 0 FRAP.
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Tabela 8 Coeficiente de correlagdo entre o teor de compostos fendlicos,
flavonoides e agUcares redutores e os métodos de AA

Variaveis Correlacao

Fenolicos X DPPH -0,79 moderadamente a forte
Fenolicos X FRAP 0,65 moderadamente a forte
Flavonoides X DPPH -0,28 fraca a moderada
Flavonoides X FRAP 0,55 moderadamente a forte
Acucares redutores X DPPH 0,41 fraca a moderada
Acucares redutores X FRAP -0,48 fraca a moderada

Esses resultados evidenciam que os teores de fendlicos e flavonoides, no
caso das folhas de cafeeiro da cultivar IAPAR-59, estdo diretamente
relacionados & atividade antioxidante demonstrada pelo método do FRAP.
Apesar do método de DPPH ser facil, rapido e se mostrar vantajoso, pois o
resultado ndo é afetado pela polaridade do substrato (CABRAL et al., 2009;
KOLEVA et al., 2002), essa analise de correlacdo demonstrou a importancia de
se utilizar mais de um método para determinar a atividade antioxidante in

vitrode extratos de produtos naturais.

3.7 Avaliacdo da atividade fungitoxica dos extratos utilizando bioautografia

Ao realizar a cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) dos
extratos das plantas de cafeeiro IAPAR-59 na concentragdo de 5mg/mL, foi
possivel observar halos de inibicdo do fungo revelador somente no extrato
etéreo. As manchas com atividade inibitdria dos extratosetéreos ndo inoculado e
inoculado apresentaram caracteristicas diferentes frente a CCDA (Figura 5),
como o Rf, formato da mancha e cor desenvolvida perante aluz ultravioleta.

Devido a auséncia de atividade fungitoxica nos outros extratos,
pressupde-se que 0 extrato etéreo tenha extraido todos os compostos bioativos

presentes nas folhas de cafeeiro IAPAR-59, com e sem inoculagéo.
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Figura5 Atividade fungitoxica dos extratos utilizando cromatografia em
camada delgada.
1: extrato etéreo IAPAR ndo inoculada (EEINI), 2: extrato etéreo
IAPAR inoculada (EEII). A: antes e B: depois da aspersao do fungo
Cladosporium sp.

Em pesquisas com extratos derivados de folhas, observou-seque houve
inibicdo do crescimento de F. oxysporum em 61,15 e 6,75%, utilizando extratos
de rizoma de acafrdo (Crocussativus) e folha decoracdo de negro (Poecilanthe
parviflora Benth) em concentracdo de 1%, respectivamente. Verificou-se ainda
queo extrato de coragdo de negro estimulouo crescimento de F. solani
(AMARAL; BARA, 2005). Também foram verificadas propriedades
fungitoxicas em extratos de bulbilhos de alho, folhas de horteld, folhas de
mamona e frutos de pimenta, os quais inibiram o desenvolvimento de micélio de
C. gloeosporioides, a partir da concentracdo de 200 ppm (0,02%) (RIBEIRO;
BEDENDO,1999). Rozwalkare Zaksevskas (2008) verificaram o efeito
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inibitério do extrato de camomila (M. camomilla) quando usado no controle do
fungo C. gloeosporioides causador de antracnose em frutos da goiaba.

No trabalho de Pereira et al.(2008), foi verificada em casa de vegetacao,
reducdo da area abaixo da curva de progresso do nUmero de lesbes da
cercosporiose em plantas tratadas com extrato da casca de café. Segundo Pandey
et al. (2000), a casca de café contém grande quantidade de carboidratos,
proteinas, taninos e muitos compostos fendlicos, localizados principalmente na
polpa. Segundo Santos e Mello (1999), os taninos sdo responsaveis por
fundamental papel na inativagdo de enzimas e impedem o crescimento de alguns
microrganismos.

Compostos fendlicos sdo considerados substancias fungitdxicas,
antibacterianas e antiviréticas (LO; NICHOLSON, 2008). A acdo inibitoria de
compostos fendlicos na germinacdo de esporos, crescimento micelial e
producdo/atividade de enzimas microbianas diferem entre varios grupos de
fendis. Desta maneira, os compostos fenolicos podem estar relacionados aos
mecanismos bioquimicos e estruturais de resisténcia em plantas (NICHOLSON,
1995; NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992).

3.8 Fracionamento dos extratos etéreos das folhas de cafeeiro IAPAR-59

Apbs a andlise da atividade fungitoxica, os extratos etéreos (ndo
inoculado e inoculado) foram fracionados por cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) e submetidos novamente a analise da atividade fungitdxica.
As manchas que apresentaram atividade na bioautografia foram raspadas,
reunidas de acordo com o Rf, denominadas de “fragdes” ¢ analisadas por
cromatografia liquida para determinar seus constituintes quimicos. Foi possivel
obter quatro fragBes bioativas provenientes do extrato etéreo ndo inoculado e

trés fragdes bioativas do inoculado.
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Apesar das técnicas colorimétricas serem importantes ferramentas de
deteccdo invitro da presenca de determinados compostos, € importante
caracteriza-los de forma individual em uma amostra. Nesse contexto, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography - HPLC) ¢ a técnica geralmente utilizada. A HPLC € uma
ferramenta que auxilia os mais diversos estudos, pois separa compostos
presentes em uma matriz, que podem ser confrontados a padrdes para
identificacgdo (ANDRADE et al.,, 2001; BIANCO; SAVOLAINEN, 1997,
HAKKINEN et al., 1999; KALLITHRAKA et al., 2001; PEREZ-MAGARINO
etal., 1999; SCHIEBER; KELLER; CARLE, 2001).

Na Figura 6 estdo representadas as fracbes do extrato etéreo néo
inoculado, no qual o sistema cromatografico possibilitou a separagdo e detecgdo
dos compostos acido galico, &cido clorogénico e acido cafeico na fragdo
denominada como (F1). Ja na fracdo dois (F2) e trés (F3), além desses
compostos, foram detectados a vanilina e o &cido p-cumarico. Na fragdo quatro
(F4) foram identificados 0s mesmos compostos encontrados nas fragdes dois e

trés, com excecaopara 0 acido p-cumarico.
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Figura6 Cromatogramas obtidos por CLAE das fragdes (F1, F2, F3 e F4)
provenientes do extrato etéreo das folhas de cafeiro IAPAR-59 ndo

inoculadas.

1 - Acido Galico; 3 - Acido Clorogénico; 4 - Acido Cafeico;
5 - Vanilina; 6 - Acido p-cumarico.
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Tabela9 Teores dos compostos obtidos por CLAE das fracdes (F1, F2, F3 e
F4) provenientes do extrato etéreo das folhas de cafeeiro IAPAR-59
ndo inoculadas, em pg/100 ug.

Fracoes
Compostos F1 F2 F3 F4
1 - Acido Galico 29,10 42,75 29,55 14,99
3 - Acido Clorogénico 48,74 561,25 13,55 8,30
4 - Acido Cafeico 79056 105,61 19,40 34,32
5 - Vanilina Nd 111,47 42,67 10,34
6 - Acido p-cumarico Nd 98,34 34,62 Nd

Nd: composto ndo detectado

Os cromatogramas demonstrados na Figura 7 sdo correspondentes ao

extrato etéreo das folhas de cafeeiro da cultivar IAPAR-59 inoculadas com P.

syringae pv. garcae. Na fragdo um (F1) foram detectados o &cido galico, &cido

cafeico e vanilina. Na fracdo dois (F2), foram identificados o &cido gélico, &cido

clorogénico, &cido cafeico, vanilina e trans-cindmico, também presentes na fragao

trés (F3), com excecao do &cido galico e com presenga do acido p-cumarico.
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Figura7 Cromatogramas obtidos por CLAE das fragdes (F1, F2 e F3)
provenientes do extrato etéreo das folhas de cafeeiro IAPAR-59
inoculadas.

1 - Acido Galico; 3 - Acido Clorogénico; 4 - Acido Cafeico;
5 - Vanilina; 6 - Acido p-cumarico; 12 - Acido trans-cindmico.
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Tabela 10 Teores dos compostos obtidos por CLAE das fracdes (F1, F2, F3 e
F4) provenientes do extrato etéreo das folhas de cafeeiro IAPAR-59
inoculadas, em pg/100 pg

Fracodes

Compostos F1 F2 F3
1 - Acido Galico 30,15 41,22 Nd
3 - Acido Clorogeénico Nd 17,60 63,09
4 - Acido Cafeico 67920 67,17 Nd
5 - Vanilina 10,81 59,74 40,16
6 - Acido p-cumarico Nd Nd 71,16
12 - Acido trans-cinamico Nd X** 0,77

x**= valor abaixo do limite de quantificacéo
Nd: composto ndo detectado.

Para o extrato etéreo de plantas ndo inoculadas, os &cidos galico,
clorogénico e cafeico foram detectados e quantificados em todas as fragGes
analisadas. Para o extrato de plantas inoculadas, a vanilina foi detectada em
todas as fracGes e o acido p-cumarico, somente na fracdo trés. Foi possivel
observar a presenca do 4&cido trans-cindAmico somente no extrato etéreo
inoculado (F2 e F3). A inducdo para sintese dessa fitoalexina, classificada
como um fenilpropanoi de pode ter ocorrido em resposta ao ataque do
patogeno.

O acido trans-cinamico é sintetizado pela conversdo da fenilalanina,
proveniente da rota do acido chiquimico, pela enzima fenilalanina aménia
liase. Essa enzima do metabolismo secundario é a mais intensivamente
estudada em plantas, devido a importancia nas reagdes do metabolismo dos
compostos fendlicos, além de ser componente indireto do mecanismo de
defesa das plantas.

O 4cido trans-cindmico corresponde ao primeiro fenilpropanoide-
chave nas vias de sintese de lignina e &cido salicilico (SARMA;
SREELAKSHMI; SHARMA, 1998). E precursor de numerosos compostos,

podendo ser incorporado em varios compostos fenolicos (&cido 4-cumarico,
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acido cafeico, acido ferulico) encontrados na formacdo de ésteres,
cumarinas, flavonoides e ligninas (CAVALCANTI; BRUNELLI,
STANGARLIN, 2005). Entre as func¢Bes que essas fitoalexinas podem
desempenhar destacam-se o suporte mecénico da planta proporcionado pela
lignina (DIXON; PAIVA, 1995), as substancias que atuam como protetores
contra estresses abioticos como o0s antioxidantes e compostos que absorvem
radiacdo UV, ou protecdo contra estresses bioticos como a acdo de
fitopatdgenos (DIXON; PAIVA, 1995).

O &cido benzoico é um composto fendlico simples e precursor da rota
do é&cido salicilico, considerado uma fitoalexina produzida em macas,
resultante da infeccdo por Nectria galligena e outros patdgenos
(BLANCARD; LOTE; MAISONNEUVE, 2006). Assim como o &cido
benzoico, o &cido trans-cindmico, apesar de ser um composto intermediario
em rotas metabdlicas, também pode ser considerado uma fitoalexina, por
possuir atividade antimicrobiana e antifungica (EKMEKCIOGLU;
FEYERTAG; MARKTL, 1998).

As fitoalexinas sdo classificadas como compostos do metabolismo
secundario, sendo a taxa de produgdo/acimulo préprio dos genétipos do
hospedeiro e/ou patégeno (LO et al., 1996). Sdo compostos biocidas,
considerados danosos para bactérias, fungos, nematoides, plantas e animais.
Mais de 300 tipos de fitoalexinas ja foram identificadas entre varias classes
de compostos quimicos como cumarinas, diterpenos e flavonoides, entre
outras, sendo caracterizadas em mais de 20 familias de vegetais superiores.
A inducdo para producdo de fitoalexinas pode acontecer como uma resposta
gerada pelo ataque do patdégeno e pelo tratamento com elicitores (ou
eliciadores) abidticos e bidticos, como os encontrados em plantas e fungos
miceliais (STANGARLIN; KUHN; SCHWAN-ESTRADA, 2008).
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Por meio do fracionamento cromatogréfico foi possivel obter
fracOes semipurificadas, com mais de um composto em sua constituicdo
guimica. Com as técnicas utilizadas especificamente, ndo foi possivel o
isolamento das possiveis fitoalexinas sintetizadas em resposta a interacéo
cafeeiro x P. syringae pv. garcae. Pelos resultados obtidos por CLAE, a
diferenca na composicdo quimica encontrada entre as folhas inoculada e
ndo inoculada é a presenca do 4cido trans-cinamico, nas folhas submetidas
a inoculacdo. Sugere-se para trabalhos futuros que o processo de extragdo
inicial seja em maior escala para que se possa realizar um maior nimero de

ensaios visando a purificagdo das fragdes bioativas.
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4 CONCLUSAO

Concluiu-se, portanto, que as folhas de cafeeiro da cultivar IAPAR-59
sadias apresentaram maior teor de compostos fendlicos e acUcares redutores.
Para a atividade antioxidante, no método do DPPH a fragdo agua apresentou a
maior atividade, independente da inoculagdo. Pelo método do FRAP, a fracédo
agua das plantas sadias apresentou maior atividade. No teste fungitoxico, ambas
apresentaram compostos capazes de inibir o crescimento do fungo
Cladosporium sp. Foi possivel identificar e quantificar na composi¢do quimica
das plantas sem inoculagdo os acidos galico, cafeico e clorogénico, além da
vanilina. A cultivar IAPAR-59 inoculada apresentou maior concentragdo desses
compostos e foi detectada ainda a presenca de um fenilpropanoide, o &cido
trans-cindmico. A sintese desses compostos pode ter ocorrido em resposta ao

ataque do patdgeno.
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