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RESUMO

A mancha aureolada do cafeeiro, causada pela iBaB8eudomonas syringae
pv.garcae,& uma doenca emergente na cafeicultura, para aeypase buscado
selecionar cultivares resistentes e estudar sespeativos mecanismos de
defesa.Neste trabalho teve-se como objetivo esmdasmposicdo quimica das
folhas das cultivares IAPAR-59 e Mundo Novo 3768cialmente resistente e
suscetivel, respectivamente, a mancha aureoladeaf@eiro. Para isso foram
produzidos extratos aquosos das folhas de cafeeinvestigada a composi¢éo
guimica e atividade bioldgica destes. Foram queenibs os sélidos solUveis totais,
teor de fendlicos e flavonoides totais e perfil fdadlicos, além da atividade
antioxidante pelos métodos do DPPH e FRAP. A ailédantibacteriana e a
bioautografia foram realizadas, para se verificafidcia dos extratos sobre a
bactériaPseudomonassyringae garcaee o fungo reveladoC€ladosporiumsp,
respectivamente. Foi possivel verificar que folhds cultivar IAPAR-59
apresentaram maior teor de compostos fendlicamritades e solidos sollveis que
folhas da cultivarMundo Novo 376/4. Com relagdo tizidade antioxidante,
IAPAR-59 apresentou maior potencial de sequestnadieais livres pelo método
do DPPH. Os extratos das duas cultivares ndo ayeese atividade antibacteriana
in vitrocontraP. syringa@v. garcaee ambos apresentaram compostos capazes de
inibir o crescimento do fungd&ladosporiumsp. Outros experimentos foram
realizados objetivando avaliar extratos, preparadom diferentes solventes,
provenientes de folhas de IAPAR-59, com e sem Iagdo de
Pseudomonassyringae garcae Foi possivel verificar que as folhas de cafeddéro
cultivar IAPAR-59 sadias apresentaram maior teorcdmpostos fendlicos e
acUcares redutores. Para a atividade antioxidamt®gtodo do DPPH a fracéo agua
apresentou a maior atividade, independente dalatgdm Pelo método do FRAP, a
fracdo agua das plantas sadias apresentou mailadé. No teste fungitoxico,
ambas apresentaram compostos capazes de inibireszingento do fungo
Cladosporiumsp. Foi possivel quantificar na composicdo quirdas plantas sem
inoculacdo os é&cidos galico, cafeico e clorogérédém da vanilina. A cultivar
IAPAR-59 inoculada apresentou maior concentracéssede compostos e foi
detectada ainda a presenca de um fenilpropanoédggo trans-cinAmico. A sintese
desses compostos pode ter ocorrido em respostacae @o patdgeno.

Palavras-chaveMetabolismoCoffeaarabicaResisténcia.lnoculacdo.Compostos
fendlicos.Antioxidante.



ABSTRACT

The bacterial blight of coffee, caused by the arcte Pseudomonas syringae
garcae is an emerging disease in coffee, to which has lseught select resistant
cultivars and study their defense mechanisms.isnvibrk had as objective to study
the chemical composition of leaves from IAPAR-56 Btundo Novd76/4 cultivars,
partially resistant and susceptible, respectivtelypacterial blight of coffee. To this
aqueous extracts were produced from coffee leavesraestigated the chemical
composition and biological activity of these. Thilt soluble solids were quantified
phenolic content and total flavonoids and phengiiofile, in addition to the
antioxidant activity by DPPH and FRAP methods. Hmibacterial activity and
bioautographic were performed in order to verify #ffectiveness of extracts on the
bacteriumPseudomonas syringae. garcaeand the developer fung@@adosporium
sp, respectively. It was possible to verify thawvks of cultivar IAPAR-59 had higher
content of phenolic compounds, flavonoids and $elsblids that the leaves from
Mundo Novo376/4. Regarding the antioxidant activity, IAPAR-8howed greater
potential to scavenging free radicals by DPPH nuktfibe extracts of both cultivars
showed no antibacterial activity vitro againstP. syringaepv. garcaeand both had
compounds capable of inhibiting fungal growtBladosporium sp. Further
experiments were performed to evaluate extracigaped with different solvents,
from leaves IAPAR-59, with and without inoculatioh Pseudomonas syringgo.
garcae It was possible to verify that coffee leaves fidfRAR-59 healthy had higher
content of phenolic compounds and reducing su§arsthe antioxidant activity in
DPPH method the water fraction showed the highaiits, regardless inoculation.
By the FRAP method, the water fraction of healtlay{s showed a greater activity. In
the fungitoxic test, both showed compounds capabiehibit the growth of fungus
Cladosporiumsp. It was possible to quantify in the chemicaiposition of no-
inoculated plants the gallic acid, chlorogenic eaifeic, besides vanillin.The IAPAR-
59 inoculated showed a higher concentration ofethesmpounds and was also
detected the presence of a phenylpropanoid, tbdraois- cinnamic. The synthesis of
these compounds may have occurred in responsthtigpa attack.

Keywords: MetabolismCoffea ArabicaResistance.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 Coffeap.)é amplamente cultivado em paises tropicaisiosen
uma dasculturas de maior importancia econémica dodm O Brasil ocupa
posicdo de destaque no mercado internacional, semusiderado o principal
produtor e exportador desseommodity apresentando area cultivada de
aproximadamente 2,2 milhdes de hectares. No Brasdultivo do cafeeiro
ocorre principalmente na regido Sudeste, onde MB@ais se encontra como o
principal Estado produtor, com 54,2% da producaoiomal, seguido pelo
Espirito Santo e S&o Paulo (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2014).

Diversos fatores tém limitado a produtividade emdimento da cultura
do cafeeiro e entre esses fatores, as doencasesdt&s mais importantes. A
mancha aureolada do cafeeiro, causada Pseudomonassyringpe
Garcad AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956; YOUNG et al., 188), pode
provocar perdas de até 70% em viveiros e campabealstidos em regides
sujeitas a ventos fortes, temperaturas amenas,ashénequentes e bem
distribuidas (ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011).

Essa doenca ocorre no Brasil e na Africa, destacaad Quénia e é
observada principalmente em lavouras novas, conqaafro anos de idade,
como também em mudas(JANSEN, 2005). No Brasikdigitada nos estados de
Sado Paulo na década de 50 (AMARAL; TEIXEIRA; PINREI, 1956), na
década de 70 em Minas Gerais (KIMURA; ROBBS; FERRAR76) e Parana
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(KIMURA; ROBBS; FERRARI, 1976; MOHAN, 1976). Os siitmas podem
ocorrer nos ramos, folhas, flores e frutos novaslesdes caracterizam-se como
pardo-escuras, envolvidas por anel amarelado, wmtoregular e tamanho
variavel. Evoluem tornando-se necrosadas e qu&amdNas folhas novas as
lesdes apresentam formato circular e s&o circusdgoa halo amarelo
(AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956; ZAMBOLIM et al., 1999;
ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

As plantas, quando submetidas a algum tipo de ssstrecomo a
exposi¢cdo a microrganismos patogénicos podem piodoros metabdlitos
secundarios relacionados a defesa,além de aumanfamoducdo dos preé-
existentes. Alguns desses compostos podem atuadefesa de plantas,
retardando ou até mesmo impedindo a coloniza¢ésedgatogenos. Como
exemplo desses compostos destacam-se, as fitaadexidstas sdo definidas
como compostos antimicrobianos, ndo proteicos, a@&obpeso molecular,
biossintetizadas pelas plantas, sendo acumuladascélalas vegetais em
resposta as infecgdes por patdégenos e estresstis@bi(HAHN, 1996; KUC,
1995; SMITH, 1996; WULFF; PASCHOLATI, 1998, 1999).

As fitoalexinas tém sido amplamente estudadas eftasnaspécies de
plantas (DIXON, 2001; GRAYER; HARBORNE, 1994; KEMBURDEN,
1986), e a participagdo como um dos principais comaptes do sistema de
defesa em cafeeiro foi sugerida por Rodrigues duNiedeiros e Lewis (1975),
gue verificaram associacdo dos genes de resistBhtie SH2 a presenca de
compostos antifingicos quando as plantas de cafesam inoculadas com uma
raca incompativel delemileiavastatrix Alguns estudos tém sido realizados no
sentido de correlacionar os metabdlitos produzjmdas folhas de cafeeiro com
a resisténcia natural da planta a fitopatégenagnpoaté o presente momento
um numero limitado de metabdlitos foi caracterizd@hARKE; MACRAE,
1989, KUSHALAPA; ESKES, 1989; OLIVEIRA; ROMEIRO, 90;
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OLIVEIRA; ROMEIRO; MUCHOVEJ 1991).Em experimentos conduzidos
sobre condi¢cdes controladas muitos compostos farapazes de induzir a
resisténcia de plantas a patégenos fungicos (ASleAMl., 2009), no entanto,
ndo ha na literatura relatos sobre essa inducdcoemicdes de campo, tanto
para patossistemasflingicos, quanto para bacterianos

Diversos estudos realizados em plantas modeloss ®@mo
Arabidopsisthaliana tomateiros folanumlycopersicumjindicaram que a
inducdo de resisténcia envolve o acumulo de fikdades, fortalecimento da
parede celular e sintese de proteinas relacionadaspatogénese
(HAMMERSCHMIDT, 2009;VAN LOON; PIETERSE, 2006). Mefurk et al.
(1998) demonstraram que o acumulo de camalexinatiponde fitoalexina,
ocorre durante a interacdo compativel e incomgagiveArabidopsiinfectada
comPeronosporaparasitica

A compreensdo dos mecanismos de defesa relaciohadsssténcia do
cafeeiro a patdgenos é importante para auxiliar esemvolvimento de
produtos/compostos capazes de induzir a expresss®es mecanismos para a
protecdo das plantas.A utilizacdo desses prodotoglastos denominados
indutores de resisténcia torna-se uma forma matestavel de controle de
doencas do cafeeiro, uma vez que a maneira mhiadé tem sido a aplicacao
de fungicidas. Além disso, ha poucos relatos realitra sobre o estudo de
cultivares resistentes a mancha aureolada. Em, gartiivares resistentes e
suscetiveis diferem na capacidade de ativar a®sespde defesa de forma
rapida e eficaz, dependendo do tempo de reconhetirpela planta da invaséo
dos patégenos nos tecidos (DEL POZO; PEDLEY; MART2804; PEDLEY;
MARTIN, 2004). Dessa forma, a defesa das plantas fispatégenos € um
processo dindmico e coordenado, cuja manifestagfietigidade dependem da
existéncia de mecanismos constitutivos e/ou fatmrsponsaveis pela inducdo

de sistemas de defesa pds-formados no momentoass ladequados, apés o
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reconhecimento do patégeno pelo hospedeiro (MONNIESI et al., 2002;
PASCHOLATI,LEITE, 2011).

Devido a importancia da mancha aureolada no cerdoicafé, foi
realizada uma analise preliminar, cujos dados and@aforam publicados, com
0 objetivo de verificar possiveis diferencas na posicdo quimica de plantas
nao inoculadas e inoculadas cdn syringaepv. garcae.O experimento foi
realizado utilizando-se mudas de cafeeiro cultMando Novo 376/4 com trés
pares de folhas. Para esse ensaio foram utilizéglasudas, no qual 300 foram
inoculadas e 150 nao receberam o inéculo. De aawnoos resultados obtidos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, catmi-se que as plantas
submetidas a inoculacdo apresentaram niveis ntagsd@ compostos bioativos,
entre eles, compostos fendlicos, em comparacéladsp ndo inoculadas.

Frente ao resultado deste estudo preliminar, otiebjegeral nesta
dissertagdo foi identificar os metabolitos biosdinados em resposta a

interacdo cafeeiro x (PSG)e avaliar seu potenaiddico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Acultura do cafeeiro

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae e é umacdiisras mais
tradicionais no Brasil, 0 qual se destaca como onm@odutor mundial de café.
Entre as espécies de cafeeiro cultivadasffea ardbical. e Coffea canéfora
Pierre ex. A. Froehner sdo as mais importantesoacimamente (ABRAHAO,
2010). Segundo dados da Conab (2014), a estimaairsaa producdo nacional
de café beneficiado foi de 45,14 milhdes de saed&0djuilos, na safra de 2014.
Esse resultado representa uma reducédo de 8,16%lauammparado com a
producdo obtida na safra anterior. Tal reducdo eee B forte estiagem
verificada nos primeiros meses de 2014, as podiizadas nos cafezais de
alguns produtores e a inverséo da bienalidade gumals regides produtoras.

Diversos fatores podem afetar a produtividade deet® causando
perdas significativas, como condi¢bes climéaticasveeshs, deficiéncias
nutricionais, pragas e doencas (OESTREICH-JANZENQ2. Entre as doencas
do cafeeiro, destacam-se a ferrugem alaranjadaadauypot. vastatriBerk.
&Br; cercosporiose, causada poercosporacoffeicoBerk&Cooke; antracnose
dos frutos e ramadsteloidogynespp.; mancha de Phoma, causadé&Ppoma
tarda (Stewart) Boerema &Bollen, a mancha aureolada,sada por
Pseudomonassyringpe. garcae, entre outras (PATRICIO et al., 2008;
ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

2.2Mancha aureolada do cafeeiro

A mancha aureolada do cafeeiro, causada pela Izactér
(PSG)(AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956; YOUNGet al.1978), foi
detectada pela primeira vez no fim de 1955, em afezal localizado no

municipio de Garc¢a, estado de S&o Paulo. ApGs @ustatacdo, a doenca foi
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considerada de menor importancia econdmica (COSIAVA, 1960) e, por
aproximadamente 17 anos ap0s seu aparecimentoasapgasos isolados da
doenca foram identificados (MOHAN, 1976). Entretanmios anos de 1973 e
1975, foram observadas altas incidéncias da doemc&iveiro de mudas do
Instituto Agronémico, em Campinas (SP), e em caéfegae se recuperavam da
ocorréncia de geadas em lavouras do estado do &PafdiMURA;
HASHIMOTO, 1973; MOHAN, 1976). Nos ultimos anospencha aureolada
tornou-se fator limitante para o cultivo do café mgides mais frias e expostas
ao vento, em lavouras em formacdo ou recém-podaglasm viveiros,
principalmente nas regiées produtoras dos estadd2adana, Sado Paulo e em
Minas Gerais, especialmente no sul, Tridngulo MmeAlto do Paranaiba e
Cerrado (MOHAN, 1976; PATRICIO et al., 2010;SERALTEIA; PETEK,
2002, SERA et al., 2004; ZOCCOLI; TAKATSU; UESU@D11).

A doenca incide sobre folhas, rosetas, frutos nevaamos do cafeeiro,
atingindo mudas no viveiro e plantas no campo. fdigs, a bactéria causa
sintomas necréticos do tipo mancha, de coloracédogscura, com 0,5-2,0 cm
de didmetro e centro necrotico, circundada por ato Bmarelado. As lesdes
distribuem-se por toda a superficie foliar, sendosnfrequentes nas bordas das
folhas, por onde a bactéria encontra maior faclkdde penetracdo, por meio de
ferimentos causados por danos mecéanicos. A manchasétuida de tecido seco
e quebradico, que frequentemente se dilacera eleiagndo uma perfuragdo no
seu lugar, que confere um contorno irregular aafolbom a coalescéncia dos
halos amarelados, formam-se grandes areas nespsp@aresultam na queda
prematura das folhas. A doenca incide também sahres, causando requeima, e
sobre frutos novos na fase de chumbinho, causardmse (ZAMBOLIM;
VALE; ZAMBOLIM, 2005). Lavouras novas, com até 3afhos de idade, sao
mais atingidas, ocorrendo desfolha, seca de posteisuperbrotamento e

retardamento no desenvolvimento das plantas. Egires; as mudas atingidas
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sofrem desfolha e o ponteiro morre, chegando aacaaismorte das plantas
(GODOY; BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997).A bactériaode causar
perdas na producdo, principalmente em condi¢Gderdperaturas amenas, alta
pluviosidade ou em areas de altitudes elevadasstaga ventos frios (GODOY;
BERGAMIN FILHO; SALGADO,1997; JANSEN, 2005;ZAMBOLIMet al.,
1997).Segundo Oliveira e Romeiro (1990) a doenca&lénmais em folhas e
brotacdes novas do cafeeiro do que em folhas add#eido & severidade da
doenga ser influenciada pela idade fisiol6gicamastas, em que o tecido mais
tenro das folhas novas favorece a penetracéo dggyad.

Dados de Patricio(2011) indicam que o manejo dachmmureolada
deve iniciar com a utilizacdo de mudas sadiaseBsa razédo deve ser feita uma
selecdo rigorosa das mudas a serem levadas ao cawmifamdo o plantio de
mudas com sintomas da doenca. Esses autores aemsatjue poucos estudos
avaliaram a resisténcia de cultivares de cafee@ssa doenga. As cultivares do
grupo Mundo Novo mostram-se bastante suscetiveigjamto que as do grupo
Catuai sdo moderadamente suscetiveis. Algumasvarelsi do grupo Icatu
parecem ter resisténcia parcial, ja a variedadeh@ae: os materiais portadores
do gene SH1 (resisténcia a ferrugem) séo consioeragdistentes.

2.3Respostas bioquimicas de defesa

Os mecanismos de defesa induzidos podem ser lagalizou sistémicos
e se baseiam na capacidade do hospedeiro em reeortgatdgeno, o que
acarreta a transducéo de sinais dentro da céhulexpresséo de varios genes de
defesa. A resisténcia induzida em plantas poderercpor meio do tratamento
com agentes bidticos, como extratos vegetais, nganismos ou parte desses
ou, ainda, abidticos (substancias quimicas) (CAVANTI et al.,, 2005;
RESENDE et al., 2004). O processo de sinalizacgerd®lvido pelas células

vegetais para reconhecer e perceber os estimuh@issatos e/ou extrinsecos
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podem ser divididos em trés etapas: reconhecimeantpercepcdo do sinal,
realizado por receptores especificos ou inespesifite padrdes, neste caso
moléculas de origem do patégeno, conhecidas conmadsres gerais,
atualmente, denominados de padrGes molecularesiads® a patdgenos
(PAMPs) ou a micrébios (MAMPs); transducéo do sigake pode ser feito por
mensageiros secundarios, alteracdes nas fosfafiai® proteinas e por meio de
proteinas-G e; traducao do sinal, que consisteiveecdo de genes que induzem
a sintese de proteinas relacionadas a patogéneeteirfps PR) e de
determinadas enzimas regulatdrias envolvidas cgroducdo de metabdlitos
secundarios de defesa como as fitoalexinas (CAM&Q@§E, 2011).

Varios mecanismos de defesa sdo ativados quanétula vegetal esta
sob invaséo, entre os quais se destacam a reat#gedsensibilidade, produgéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) tais commaolécula do oxigénio
diatbmico (Q), radical superédxido (£, peréxido de hidrogénio ¢a@,) e
radical hidroxil (OH), sintese de proteinas relaaiias a patogénese (proteinas
PR), enzimas que se codificam para a producaaakdekinas, lignificacdo de
tecidos, calose e outros reforcos da parede ceklasubsequentemente,
“imunidade” sistémica, por meio da resisténciaésista adquirida (SAR) ou
resisténcia sistémica induzida (ISR) (GRANT; LAME06).

Embora varios estudos tenham sido realizados pac&da as vias de
sinalizacéo de defesa em plantas que levam aéresste quesado induzidosapos o
reconhecimento de um agente patogénico ou tratarnemieliciadores derespostas
de defesa, apenas um nimero limitado de metab@iteslvidos na resisténcia
induzida foi identificado (GANESH et al., 2006; MEIROS et al., 2009).

AlteragBes metabolicas constituem-se de uma caistata importante
na modificacdo genética na interacdo das plantas gatdégenos, pragas e
condi¢bes ambientais (ALLWOOD; ELLIS; GOODACRE, 3)0A realizacdo

do estudo do perfil metabdlico em células vegetaismplexa devido a grande
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variedade de metabdlitos existentes. Segundo Suriterdes e Dixon(2003)
para se fazer um abrangente perfil metabdlico tldacéegetal deve-se incluir a
existéncia de carboidratos, aminoacidos, acidoénicgs, lipideos, vitaminas,
compostos fendlicos, terpenoides e alcaloides guem de acordo com a
espécie em estudo (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003).

O cafeeiro é rico em diversos compostos fendlicesajuam na defesa
pré-formada, tais como o acido clorogénico (5-AC@pido cafeico e
hidroxihidroquinonas, os quais auxiliam a reduzinieel de espécies reativas
de oxigénio (BUTT; SULTAN, 2011). O acido clorogémidesempenha um
importante papel nas respostas de defesa de plaféasadas por patégenos
fungicos(NICHOLSON, 1995; NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT1992).
Em estudos preliminares, resultados obtidos comasde cafeeiro inoculadas
com Pseudomonassyringpe. garcaendicaram um aumento na concentracao
de acido clorogénico bem como de outros compostas/epientes do
metabolismo secundario das plantas. Esses ressiltagisoboram com os
encontrados por Rodrigues et al. (2011), que warfim um aumento na
concentracdo de acido clorogénico em plantas de sigfridas com silicio e
inoculadas comH.vastatrix Monteiro e Farah (2012) verificaram em
diferentes anos de colheita um aumento na con@étrde acido clorogénico
em quatro cultivares de café, o que contribuiu paaamento da resisténcia da
planta a patégenos. Esse tipo de resposta na goalecaumento de certos
compostos pré-formados apés a infeccdo é denomirtkdaresisténcia
semiconstitutiva ou parcialmente induzida (INGHAM973; RESENDE,
1996; RESENDE et al., 2014).
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Figura 1 Estrutura quimica dos principais compostos feonélido café
Fonte: Vignoli (2009)

As plantas tém importancia nutricional para a niaidos organismos na
natureza e para se defenderem do ataque dessessongs, elas necessitam
reconhecer varias moléculas eliciadoras associadakes, e assim ativar os
mecanismos de defesa. As fitoalexinas constituem dms principais
mecanismos de defesa bioquimico pos-infeccionalSENDE et al., 2014).
Diversos estresses abidticos, como intensidadenhgai (luz ultravioleta - UV),
oz6nio, além de ferimentos, podem induzir a formag@&ssas substancias
(WHARTON; NICHOLSON, 2000). Em videiras as respest®e defesa tém
como resultado o aumento da atividade das proteRRscom atividade
hidrolitica (quitinases e glucanases), bem comaadgdo de compostos

antimicrobianos de baixo peso molecular (fitoalagk além de deposicdo de
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fendis, de lignina e de calose no local da infec@RTERKAMP, 2006;
LEGAYet al., 2011; TROTEL-AZIZ et al., 2006). A &diacdo UV em videiras
estimulou a producdo de resveratrol, fitoalexinagdopo dos estilbenos, na
epiderme dos frutos, aumentando a resisténcia @io ei ao mofo cinzento
(SHIRAISHI et al., 2010).

As fitoalexinas tém sido amplamente estudadas eltasnaspécies de
plantas desde que foi proposta a sua participagidnteracdo patdgeno-
hospedeiro por MillereBorger (1940), os quais olzsam que tubérculos de
batata inoculados com uma raca incompativel Rig/tophtohorainfestans
produziam uma reacdo de hipersensibilidade (HRg(enalo de fitoalexinas,
impedindo o crescimento da raca compativel, pastagnte inoculada nos
tecidos. Em 1956, essa fitoalexina foi identificapdeTomiyama e denominada
de rishitina. As fitoalexinas sdo um grupo hetenegé pertencentes a diferentes
classes quimicas, sendo a maioria compostos fesglitais como os
flavonoides, isoflavonoides, antocianinas, flavordentre outros. Outra classe
sdo os terpenoides, que englobam os esteroidegrioados de acidos graxos
como os poliacetilenos e furanoacetilenos. Quiméae) a fitoalexina mais
simples é o acido benzoico, um composto fenéliezymsor do acido salicilico,
o0 qual foi produzido em plantas de macieira em a&tsp a infeccdo por
NectriagalligendPASCHOLATI; LEITE, 2011).

Entre os métodos fisico-quimicos utilizados pareedaler fitoalexinas
destacam-se as cromatografias liquida e em cansdgadd, nas quais ocorre a
migracao diferencial dos componentes da amostvidalea diferentes interagdes
entre duas fases imisciveis, sendo uma fase fixani@ada fase estacionaria, e
a outra uma fase mével (DEGANI; CASS; VIEIRA, 199&NCAS, 1993). H4
também a espectrometria de massa que é uma téquieapermite a

identificacdo e quantificacdo de compostos em umastra complexa. Essa
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técnica € muito utilizada acoplada a cromatogrifigida de alta eficiéncia
(CLAE) e cromatografia gasosa (CG)(DE MARIA; MORRIR2004).

Para o patossistema em estudo (cafeeiro x PSGipréio encontrados
trabalhos aprofundados na literatura envolvendoodo&t de identificacdo e
quantificacdo de fitoalexinas. Entretanto, em autalturas, esses compostos
foram identificados. Martinet al. (1989) detectarpor CLAE a presenca de
duas fitoalexinas pertencentes a classe dos fladesio betagarina e
betavulgarina, em folhas de beterraba inoculadas Cercospora beticola
Mercier e Kuc (1997)observaram que folhas de cerounoculadas com
Cercospora carotgmoduziam uma fitoalexina, denominada de 6-
metoximeleina, que estaria envolvida com a resiséta planta.

A participacéo das fitoalexinas como um dos priaisigomponentes do
sistema de resisténcia induzida em cafeeiros fpersda por Rodrigues Junior,
Medeiros e Lewis (1975), que verificaram que osegeenvolvidos com a
resisténcicEH1le SH2estavam associados a presenca de compostos gitif§in
guando as plantas de cafeeiro eram inoculadas ounraca incompativel d¢.
vastatrix Também, Souza, Romeadluchovef1991) verificaramque folhas de
cafeeiros inoculadas com a bactéria incompatReéudomonasmarginalis,
produziam uma fitoalexina como fator pos-infeccloparém, esta substancia
ndo foi caracterizada. Posteriormente, Guedes .e{18P4) detectaram por
cromatografia em camada delgada trés compostosogxieobromina (3,7-
dimetilxantina), cafeina (1,3,7-trimetilxantinaum triterpeno nao identificado,
em folhas de cafeeiros inoculadas ddnvastatrix.



26

REFERENCIAS

ABRAHAO, S. A. et al. Compostos bioativos e atiddantioxidante do caf€¢ffea
arabical..). Ciéncia e AgrotecnologialLavras, v. 34, n. 2, p. 414-420, 2010.

ALLWOOD, J. W.; ELLIS, D. |.; GOODACRE, R. Metabatuc technologies
and their application to the study of plants arahpthost
interactionsPhysiologia Plantarum Copenhagen, v. 132, p. 117-135, 2008.

AMARAL, J.F.; TEIXEIRA, C.; PINHEIRO, E.D.A bactenm causing halo blight of
coffeeArquivos do Instituto Bioldgico, Sao Paulo, v. 23, p. 151-155, 1956.

ASLAM, M. et al. Development and evaluation of awtegh yielding and
better fibre quality mutant NIAB-824 of cotton tlugh pollen
irradiationAmerican-Eurasian Journal of Sustainable Agriculture, Berlin, n.
6, p.715, Dec. 2009.

BUTT, M. S.; SULTAN, M. T. Coffee and its consungti benefits and risks.
Critical Reviews in Food Science and NutritionBoca Raton, v. 51, p. 363-
373, 2011.

CAMPOS, M. A.; RESENDE, M. L. V.; SILVA, M. S. Intacdes moleculares
planta-patégeno. In: FALEIRO, F. G.; ANDRADE, S.R. DE; REIS
JUNIOR, F. B. (Ed.Biotecnologia aplicada a agropecuériaPlanaltina:
Embrapa Cerrados, 2011. p. 355-377.

CAVALCANTI, L. S. et al. (Ed). Inducédo de resisténcia em plantas contra
patégenos e insetoBiracicaba: FEALQ, 2005. 263 p.

CLARKE, R.J.; MACRAE, RCoffee2nd ed. London: Elsevier, 1989. 306p.

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Acompanhamento da
safra brasileira de caféTerceiro levantamento. Brasilia, 2014. 58 p.



27

COSTA, A. S.; SILVA, D. M. Estudos sobre a mancheealada do cafeeiro.
Bragantia, Campinas, v.19, n.1, p. 62-68, 1960.

DE MARIA, C. A. B.; MOREIRA, R. F. A. Métodos parandlise de acido
clorogénicoQuimica Nova Séo Paulo, v. 27, n. 4, p. 586-592, 2004.

DEGANI, A. L. G.; CASS, Q. B.; VIEIRA, P. C. Cronagrafia: um breve
ensaioQuimica Nova na Escol&ao Paulo, n.7, p.21-25, 1998.

DEL POZO, O.; PEDLEY, K. F.; MARTIN, G. B. MAPKKKIpha is a positive
regulator of cell death associated with both piambunity and diseas&mbo
Journal, Oxford, v. 23, p. 3072-3082, 2004.

DIXON, R. A. Natural products and plant diseaséstaace Nature, London, v.
411, p. 843-847, 2001.

GANESH, D. et al. Monitoringof the early molecutasistance responses of
coffee Coffea arabical..) to the rust fungusHemileia vastatrix using real-time
quantitativeRT-PCHlant Science Shannon, v. 170, n. 6, p. 1045-1051, 2006.

GODQY, C. V.; BERGAMIN FILHO, A.; SALGADO, C. LDoengas do
cafeeira In:MANUAL de fitopatologia, doencas das plantaticadas. Sao
Paulo: Agronémica Ceres, 1997.

GRANT, M.; LAMB, C. Systemic immunitZurrent Opinion in Plant
Biology, London, v.9, p.414-420, 2006.

GRAYER, R. J.; HARBORNE, J. F. A survey of antifahgompounds from higher
plants, 1982-199Fhytochemistry, New York, v. 37, n. 1, p. 19-42, 1994,

GUEDES, M. E. M. et al. Total phenols and phytoalsxaccumulation in
coffee leaves infected witHemileia vastatrixBerk et Br. and®seudomonas
syringae Acta Horticulturae , The Hague, v. 381, p. 561-564, 1994,



28

HAHN, M.G. Microbial elicitors and their receptarsplantsAnnual Review of
Phytopathology, Palo Alto, n.34, p.387-412, 1996.

HAMMERSCHMIDT, R. Systemic acquired resistance \'dN LOON, L. C
(Ed.).Advances in Botanical ResearchLondon, v. 51, p. 173-222, 2009.

INGHAM, J. L. Disease resistance in higher plartte. Toncept of pre-
infectional and post-infectional resistankmurnal of Phytopathology.Berlim,
v. 78, n. 1, p. 314-335, 1973.

JANSEN, A. Plant protection in coffé&commendations for the common
code for the coffee community initiative2005.Disponivel em:
<http://www.sustainable-coffee.net/download/2006/4c
pesticidereport.pdf>.Acesso em: 5 set. 2014.

KEMP, M. S.; BURDEN, R. S. Phytoalexins and stneggabolites in the
sapwood of treeBhytochemistry, New York, v.5, n. 6, p. 1261-1269, 1986.

KIMURA, O.; ROBBS, C. F.; FERRARI, J. A. R. Algumabservacdes
relacionadas com as bacterioses do cafeeiro. INGRESSO BRASILEIRO
DE PESQUISAS CAFEEIRAS, 4., 1976, CaxamBasumos..Rio de Janeiro:
IBC/GERCA, 1976. p. 104.

KIMURA, S.; HASHIMOTO, K.Purification of the toxitiin a zoanthid?alythoa
tuberculosaPublSeto Marine Biological Laboratory, Wakayama, v. 20, p.
713-718, 1973.

KORTEKAMP, A. Expression analysis of defence-refagenes in grapevine
leaves after inoculation with a host and a non-pattiogenPlant Physiology
Biochemistry, New Delhi, v. 44, p. 58-67, 2006.

KUC, J. Phytoalexins, stress metabolism, and désesmistance in plants.
Annual Review of Phytopathology Palo Alto, v.33, p.275-297, 1995.



29

KUSHALAPA, A.C.; ESKES, A. BCoffee rust epidemiology, resistance and
management. Boca Raton: CRC, 1989. 345p.

LANCAS, F. M. Cromatografia em fase gasos&ao Carlos: Acta, 1993. 254p.

LEGAY, G. et al. Identification of genes expressieding the compatible
interaction of grapevine with Plasmoparaviticoleotigh suppression
subtractive hybridization (SSHEuropean Journal Plant Pathologyl.ondon,
v. 129, p. 281-301, 2011.

MARTIN, E.et. al.Mitteilungen aus dem Gebiete der Lebensmittel-
untersuchung un Hygiene Bern, v. 79, n. 4, p. 406-412,1989.

MEDEIRQOS, F. C. L. et al. Defense gene expressimuced by a coffee-leaf
extract formulation in tomatd&hysiological and Molecular Plant Pathology
London, v. 74, n. 1, p. 175-183, 2009.

MERCIER, J.; KUC, J. Eliciation of 6-Methoxymelleim carrot leaves by
Cercospora carotaglournal of the Science of Food and AgricultureLondon,
v. 73, n. 1, p. 60-62, 1997.

MERT-TURK, F. et al. Biotic and abiotic elicitatiari camalexin irArabidopsis
thaliana In: INTERNATIONAL CONGRESS OF PLANT PATHOLOGY,,71998,
Edinburgh Proceedings..Edinburgh: [s. n.], 1998.1 CD ROM.

MOHAN, S. K. Investiga¢Bes sobRseudomonas garcasn cafeeiros.In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS CAFEEIRAS, 4789
CaxambuResumos..Rio de Janeiro: IBC/GERCA, 1976. p.56.

MONTEIRO, M. C.; FARAH, A. Chlorogenic acids in Baiiian Coffea arabica
cultivars from various consecutive crdpsod Chemistry, London, v. 134, p.
611-614, 2012.



30

MONTESINQOS, E. et al. Plant-microbe interactiond #me new
biotechnological methods of plant disease contnbérnational Microbiology ,
Barcelona, v. 5, n. 4, p. 169-175, 2002.

MULLER, K. O.; BORGER, H. Experimentelle Untersungeniiber die
Phytophthoraresistenz den Kartoffehrbeitenaus der Biologischen
Bundensanstaltfir Land-und Fortswirtschaft, Berlim, v. 23, p. 189-231, 1940.

NICHOLSON, R. L. Events in resistance expressiomaize and sorghum:
Molecular and biochemical perspectiv8simma Phytopathologica
Jaguariuna, v.21, p.95-99, 1995.

NICHOLSON, R. L.; HAMMERSCHMIDT, R. Phenolic compods and their
role in disease resistandanual Review of Phytopathology Palo Alto, v. 30,
p. 369-389, 1992.

OESTREICH-JANZEN.Chemistry of coffee.InMANDER, N.; LIU, H. W. (Ed.).
Comprehensive natural products II: chemistry and biology. 2010. Disponivel em:
<http:/Amww?2.illy.com/wps/wem/connect/us/illy/>. Asso em: 3 out. 2013.

OLIVEIRA, J. R.; ROMEIRO, R. S. Reacdo de folhasame velhas de
cafeeiro a infeccdo pétseudomonas cichomP. syringaepv. garcae
Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 15, n. 1, p. 355-356, 1990.

PASCHOLATI, S. F.; LEITE, B. Como as plantas deethefem dos patégenos.
In: BERGAMIN FILHO, A.; KIMATI, H.; AMORIM, L. (Ed.). Manual de
fitopatologia: principios e conceitos. Sdo Paulo. Agronémica C&@EL. v. 1,
p. 593-636.

PATRICIO, F.R.A. et al. Controle quimico da manelaeolada em uma regi&o
montanhosaTropical Plant Pathology, Lavras, v. 35, p.119, 2010. Supl.



31

PATRICIO, F. R. A. et al. Effectiveness of acibdarz®-methyl, fungicides and
antibiotics for the control of brown eye spot, baet blight, brown leaf spot and coffee
rust in coffeeAnnals of Applied Biology, Warwick, v. 152, n. 1, p. 29-39, 2008.

PATRICIO, F.R. A. et alMancha aureolada volta a preocupar cafeicultar2011.
(Comunicado Técnico, 148). Disponivel em:
<www.biologico.sp.gov.br/artigos_ok.php?id_artigé82. Acesso em: 3 out. 2013.

PEDLEY, K. F.; MARTIN, G. B. Identification of MAPKKinase activators
involved in the Pto-mediated defense responsensatn.Journal of Biological
Chemistry, Bethesda, v. 279, n. 23, p. 49229-49235, 2004.

RESENDE, M. L. V. et al. Induction of resistancamgtPhoma costarricensis
on coffee leaves by extracts from citrus pulp aoffee leaves and husks. In:
THE INTERNATIONAL JOINT WORKSHOP ON PR-PROTEINS AND
INDUCED RESISTANCE, 1., 2004, Helsingd?roceedings. Helsingor:
Danish, 2004. p. 79.

RESENDE, M. L. V. et al. Mecanismos de defesa datpk a patégenos. In:
ZAMBOLIM, L.; JESUS JUNIOR, W. C.; RODRIGUES, F. £0rg.).O
essencial da fitopatologiaepidemiologia de doencas de plantas. Sdo Carlos:
Suprema, 2014.v. 1, p. 187-210.

RESENDE, M. L. V. Mecanismos de resisténcia detpa doencas fungicas
vascularesRevisdo Anual de Patologia de Planta$asso Fundo, v. 4, p. 329-
351, 1996.

RODRIGUES, F. A. et al. Chlorogenic acid levelsdgaves of coffee plants
supplied with silicon and infected bjemileia vastatrixtropical Plant
Pathology, Brasilia, v. 36, n. 6, p. 404-408, 2011.

RODRIGUES JUNIOR, C. S.; MEDEIROS, E. F.; LEWIS,®. Relationship
between a phytoalexin-like response in coffee lsegUeffea arabickand
compatibility withHemileia vastatrixBerk e Br.Physiological Plant
Pathology, London, v. 6, p. 35-39, 1975.



32

SERA, G. H. et al. Associa¢do Beeudomonas syringge. garcaecom
algumas caracteristicas agronémicas em cafeeiresdf2gantes para o gene
erectaCiéncia e Agrotecnologialavras, v.28, n.5, p.974-977, 2004.

SERA, T.; ALTEIA, M. Z.; PETEK, M. R. Melhoramentip cafeeiro:
variedades melhoradas no Instituto Agrondmico dari@a(IAPAR). In:
ZAMBOLIM, L. (Ed.). O estado da arte de tecnologias na producéo de café
Vigosa, MG: UFV, 2002. p. 217-251.

SHIRAISHI, M. et al. Resveratrol production potahtyf grape flowers and
green berries to screen genotypes for gray molcpandiery mildew
resistancé&uphytica, Wageningen, v. 176, p. 371-381, 2010.

SMITH, C.J. Accumulation of phytoalexins: defenceamanism and stimulus
response systerblew Phytologist Cambridge, v.132, n.1, p.1-45, 1996.

SOUZA, R. M.; ROMEIRO, R. S.; MUCHOVEJ, J. S. Hiiibn, detectation, and uv-
spectrophotometry of a phytoalexin-like compouncafee leaves bseudomonas
marginalis Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 16, p. 12-15, 1991.

SUMNER, L. W.; MENDES, P.; DIXON, R. A. Plant metdbmics: large-scale
phytochemistry in functional genomics ePdnytochemistry, New York, v. 62,
p. 817-836, 2003.

TROTEL-AZIZ, P. et al. Chitosan stimulates deferesctions in grapevine
leaves and inhibits development of Botrytis cineEaaopean Journal of
Plant Pathologylondon, v. 114, p. 405-413, 2006.

VAN LOON, L. C.; PIETERSE, C. M. J. Significanceioflucible defense-
related proteins in infected plaisinual Review of Phytopathology Palo
Alto, v. 44, n. 1, p. 135-162, 2006.

VIGNOLI, J. A Efeito da matéria-prima e do processamento nos cornptos
bioativos e na atividade antioxidante do café2009. 130 p. Tese (Doutorado
em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadudlatedrina, 2009.



33

WHARTON, P.; NICHOLSON, R. Temporal synthesis aauiaglabelling of the
sorghum 3-deoxyanthocyanidin phytoalexins andrtkt@oayanin, cyanidin 3-
dimalonyl glucosidé&ew Phytologist Cambridge, v. 145, n. 3, p. 457- 469, 2000.

WULFF, N.A.; PASCHOLATI, S.F. Caracterizacéo parcia elicitores de
fitoalexinas em sorgo isolados 8accharomyces cerevisidétopatologia
Brasileira, Brasilia, v. 24, n.3, p.428-435, 1999.

WULFF, N.A.; PASCHOLATI, S.F. Preparacdes$igccharomyces cerevisiae
elicitoras de fitoalexinas em mesocaétilos de so8gientia Agricola,
Piracicaba, v.55, n.1, p.138-143, 1998.

ZAMBOLIM, L. et al. Café. In: VALE, F. X. R.;ZAMBOIM, L. (Ed.).
Controle de doencgas de plantad/icosa, MG: Universidade Federal de Vigosa,
1997. p. 83-180.

ZAMBOLIM, L. et al. Manejo integrado das doencascddeeiro. In:
ZAMBOLIM, L. ENCONTRO SOBRE PRODUCAO DE CAFE COM
QUALIDADE, 1., 1999, Vicosa, MGPalestras...Vicosa, MG: Universidade
Federal de Vicosa, 1999. p. 134- 215.

ZAMBOLIM, L.; VALE, F. X. R.; ZAMBOLIM, E. M. Doengs do cafeeiro. In:
KIMATI, A. et al. Manual de fitopatologia.4. ed. Sdo Paulo: Agronémica
Ceres, 2005. v. 2, p. 165-180.

ZOCCOLI, D. M.; TAKATSU, A.; UESUGI, C. H. Ocorréiecde mancha
aureolada em cafeeiros na Regido do Tridngulo MireAlto Paranaiba.
Bragantia, Campinas, v. 70, n. 4, p. 843-849, 2011.

YOUNG, M. et al.A proposed nomenclature and clésatibn for plant
pathogenic bacteridew Zealand Journal of Agricultural
Researchwellington, v. 21, p. 153-177, 1978.



34

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 depcalé estar condicionada a um maior
teor de compostos do metabolismo secundario, € e€stio intimamente associados
as estratégias de defesa nas plantas. Nste trabaitee como objetivo estudar a
composicdo quimica das folhas das cultivares IABAR: Mundo Novo 376/4,
parcialmente resistente e suscetivel respectivaimbancha aureolada do cafeeiro.
Para isso foram produzidos extratos aquosos daasfde cafeeiro e investigada a
composi¢do quimica e atividade antioxidante deBtmam quantificados os solidos
sollveis totais, teor de fendlicos e flavonoiddaitoe perfil de fendlicos, além da
atividade antioxidante pelos métodos da atividedeestrante do radical livre DPPH
e pelo poder antioxidante de reducdo do ferro (BRR8 possivel verificar que
folhas da cultivar IAPAR-59 apresentaram maior tder compostos fendlicos,
flavonoides e sdlidos soluveis que folhas da arlfitundo Novo 376/4. Com relacao
a atividade antioxidante, IAPAR-59 apresentou magiencial de sequestro de
radicais livres pelo método do DPPH. Em ambasvenits foi possivel identificar a
presenca de acido galico, clorogénico e cafeicoenpas maiores teores foram
guantificados na cultivar IAPAR -59. Uma possivgllieacdo para o destaque dessa
cultivar pode estar na sua origem genotipica, piente deCoffea canephora

Palavras-chave: Resisténcidetabolismo secundario das plantas.
Coffea Arabica.Coffea canephora.



35

ABSTRACT

The difference in the genetic basis of coffee vals may be conditioned to a
higher content of compounds of secondary metabolemi these are closely
associated with defense strategies in plants. isywork had as objective to
study the chemical composition of leaves from IARB&R andMundo Novo
376/4 cultivars, partially resistant and susceptiblespectively, to bacterial
blight of coffee. To this agueous extracts weredpoed from coffee leaves and
investigated the chemical composition and antioxidactivity of these. The
total soluble solids were quantified phenolic contand total flavonoids and
phenolic profile, in addition to the antioxidanttigity by the methods of free
radical scavenging activity DPPH and by the irotdu@ng antioxidant power
(FRAP). It was possible to verify that leaves oftigar IAPAR-59 had higher
content of phenolic compounds, flavonoids and deldolids that the leaves
from Mundo Novad376/4. Regarding the antioxidant activity, IAPAR-8howed
greater potential to scavenging free radicals by BPnethod. In both cultivars
were possible to identify the presence of gallidachlorogenic and caffeic, but
the highest content was quantified in IAPAR -59%dssible explanation for the
highlight of this cultivar may be in its genotymdgin, from Coffea canephora

Keywords: Resistance. Secondary metabolism of pl@ufea Arabica.
Coffea canephora.
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1INTRODUCAO

O café, no Brasil,surgiu como a nova fonte de zquelestacando-se
econbmica e socialmente(ECCARDI; SANDALJ, 2003)iarile de sua rapida
adaptacdo ao solo e clima, o produto adquiriu itdpoia no mercado,
transformando-se em um dos principais itens dereaqfin, desde o Império até
os dias atuais. A principio restrita aos estadosPdmA e do Maranhdo, a
producdo de café se expandiu e, atualmente, s@éstHilos produtores, com
destaque para Minas Gerais, Espirito Santo, Sado,P&ahia, Parana e
Rondbnia (BRASIL, 2013). Aproximadamente 70% da dpg@osao
provenientes de cultivares da espdéi@arabica responsavel por um produto de
boa qualidade e maior aceitacdo no mercado consumpbrém apresenta
menor rusticidade (FONSECA, 1999; MATIELLO, 1998).

O provavel centro de origem e diversidadeCdarabicaé a Etiépia, de
onde teria sido dispersado pelo mundo, chegandd®rasil em 1727. As
primeiras mudas introduzidas no Brasil originararauétivar Tipica, também
conhecida como Arabica. Provavelmente, em 1859infodduzida a cultivar
Bourbon Vermelho (ANTHONY et al., 2000), muito d¢udtda devido a sua
produtividade. 'Sumatra’, introduzida em 1896, mtamo pouco cultivada,
originou, por hibridacdo natural com o 'Bourbon tdetho' a cultivar Mundo
Novo, selecionada a partir de 1943 (CARVALHO et 8852). Embora exista
uma base genética estreita entre as cultivaresrcatieadas (BERTHAUD,;
CHARRIER, 1988), observa-se grande variabilidaderfohigica entre as
comerciais, em decorréncia de mutagbes e cruzamen&burais, como
descreveram Krug, Mendes e Carvalho(1939).

As primeiras plantas matrizes da cultivar Mundo &Jaonhecida como
Sumatra de Mundo Novo, foram selecionadas no npinigaulista de Urupés,
em 1943. Nessa ocasido, dezoito dessas plantderaoeos prefixos P 374 a P
391. Sua origem é resultante do cruzamento natoted as cultivares Sumatra e
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Bourbon Vermelho de café Arabica,(CARVALHO et 4952). Nos anos 1943
a 1952, foram realizadas varias sele¢fes de plamfrizes e, posteriormente,
novas selecdes entre as progénies e dentro delasliferentes estacdes
experimentais paulistas, obtendo-se linhagens fixady vigorosas, de bom
rendimento e adaptadas as varias regides ecolédiwaBrasil, como as de
prefixos LCP 388-17; LCP 379-19; LCMP 376-4; LCR238! e LCMP 388-6.
A cultivar Mundo Novo é caracterizada por apresemiarte alto, elevada
producdo,6timo vigor vegetativo, sistema radicidam desenvolvido, ampla
capacidade de adaptacdo, maturagdo média dos, ffalioas novas verdes ou
cor de bronze. Apresenta suscetibilidade ao agéatéerrugem e excelente
qualidade de bebida (FAZUOLI, 1986).

Moraes et al. (1974) identificaram que o fator gienéSH1, encontrado
nos cafeeiros Harar, Dilla e Alghe, S12 Kaffa edBaj originados da Etidpia e
gue conferem resisténcia especifica a determinagdas deHemileia vastatrix
em Coffea arabica confere também resisténciaPdeudomonas syringgev.
garcae Outras fontes de resisténcia foram identificadas cafeeiros nao
portadores do gene SH1 (MOHAN; CARDOSO; PAVAN, 19PETEK et al.,
2001, 2006), indicando a presenca de outros garesanferem resisténcias do
tipo qualitativa e quantitativa. Muitos cafeeirggesentam resisténcia completa
para a maioria das ragas de ferrugem, como asanal§ IAPAR-59, Obata IAC
1669-20, Oeiras, Tupi IAC 1669-33 e outras, a nmiaderivada dos
germoplasmasCatimor e Sarchimor.

A cultivar IAPAR-59 é oriunda do cruzamento entreVile Sarchi
(971/10) e o “Hibrido de Timor” (832/2), realizadw CIFC - Centro de
Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro, em Portugadle recebeu a
denominacédo H-361. A geracdo F2 foi recebida p&® ém Campinas tendo
como identificacdo LC-1669. A F3 foi introduzida MPAR em 1975 e a
progénie 75163-22 recebeu a denominacdo de IAPARES®a cultivar
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apresenta resisténcia a ferrugem alaranjada deicafe sua produtividade

inicial é 20% superior a outras cultivares comou@gtno mesmo espacamento,
(SERA et al., 1994). Possui porte baixo, maturag@dianamente precoce e 0s
frutos apresentam coloracéo vermelha, tendo o®dir predominantemente
bronze (SERA et al., 1994), sendo o IAPAR-59 pmfeiralmente indicado para
regides mais frias e chuvosa, para solos maisifétpara plantios adensados
(PARANA, 2014).

A composigcdo quimica do café pode variar de acamo diversos
fatores, tanto bidticos, como o ataque de patéogen@mto abibticos, como a
temperatura, o clima, a umidade e radiacdo solat @&DO et al., 2008).
Entre os compostos presentes no café, destacasemmpostos fendlicos que
sdo originados do metabolismo secundério, sendmeisss para o crescimento
e reproducdo e, além disso, formam-se em condigiBeestresse como,
infec¢Bes, ferimentos e radiagbes UV (NACZK; SHAHIPO04). Sdo definidos
como substancias que possuem anel aromatico corouumais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. #vidade antioxidante desses
compostos deve-se, principalmente, as suas prapiésdredutoras e estrutura
guimica. Essas caracteristicas desempenham um pagsbrtante na
neutralizacdo de radicais livres e quelacdo deisndtatransicdo, agindo tanto
na etapa de iniciacdo como na propagacédo do pomogitativo (SOUZA et al.,
2007). Grande parte dos estudos referentes a sigApoquimica do café é
relacionada ao grdo e pouco se sabe sobre os dmmpelcionados a defesa
do cafeeiro, presentes em suas folhas.

Sendo assim, o objetivo neste trabalho foi deteandrdiferenca no teor
de metabdlitos secundéarios relacionados & defesaculéivares de cafeeiro
susceptivel (Mundo Novo 376/4) eparcialmente restst(IAPAR-59) & mancha

aureolada e verificar a atividade antioxidante eessetabdlitos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das mudas de cafeeiro

As sementes de cafeeiro das cultivares IAPAR-59uedd Novo 376/4
foram adquiridas no Sitio Fonseca, localizado naicfpio de Lavras, MG e pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas GeRSIMES, respectivamente.
Posteriormente foram semeadas em bandejas de@lé&stitendo areia lavada e, no
estadio “orelha de onca”, foram transplantadas gacas de polietileno de 0,5L
contendo substrato apropriado para a formacéo dasyde café. As mudas foram
mantidas em fitotron (cAmara de crescimento conpeesiura em torno de 23°C,
UR de 80% e 12 horas de fotoperiodo) onde forantizadas todos os
experimentos. As mesmas foram irrigadas periodintene adubadas conforme a

recomendacao de Ribeiro, Guimarédes e Alvarez(1999).

2.2 Preparo dos extratos aquosos de folhas de cafee

Para o preparo dos extratos aquosos foram utilizadsegundo par de
folhas de cafeeiro. As folhas foram secas em estlf@ °C até total perda de
peso e depois moidas até obtencao de um po fieatrAcao foi feita de acordo
com Moreira et al. (2012), com adaptac¢des. Para dfdg de folha, foram
adicionados 100 mL de agua e a extracdo foi fedta aquecimento, até a
temperatura de ebulicdo. Em seguida, os extratasnfdiltrados em papel de
filtro e submetidos a liofilizacao.

2.3 Determinacao do teor de sélidos sollveis

O teor de solidos soliveis foi determinado nosatesr aquosos por
meio de refratbmetro portatil, marca Hanna, mo#t#l86801. Foram feitas trés
medicdes do °BRIX para cada cultivar testada pacbtancdo da média e o

desvio padréo.



40

2.3.1Determinacao do teor de fendlicos totais

Para a determinacdo do teor de compostos fendbtais, utilizou-se o
método de Folin- Ciocalteau, cuja reacdo quimita ésmostrada na Figura 1.
Uma aliquota de cada um dos extratos (125 pL) fetunada com 625 pL do
reagente Folin-Ciocalteau (diluido em agua destilad0) e 500 uL de carbonato
de s6dio 4% (m/v) em agua destilada. Apés 2 h clébacédo ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente, a absorbancia foi medida spactofotdmetro, marca
BECKMAN, modelo DU 640B a 750 nm. Os resultadostelor de compostos
fendlicos totais foram expressos como equivaledéeacido galico (mg AG/g),
calculados por meio de uma curva construida coroertragées que variaram de
5 a 100 pg/mL (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTE) 1999).
Os limites de detec¢éo e quantificacdo usados gss@ método foram de 3,45
mg/g e 10,45 mg/g respectivamente.

COOH coo Coo"

coo’
/L\\ X )
( Na,C0; H\ ' \\‘[ +2Mo® —» | +2Mo®+2H'
N | NN P
HO OH HO” ™ “OH s
0

L HO/E:’\OH

OH

acido galict anion fenolat anion fenolat complexo azu

Figural Reacdo do acido galico com o molibdénio, companédntreagente
de Folin Ciocaulteau

2.3.2 Determinacao do teor de flavonoides

Uma aliquota de 125 pL dos extratos foi misturama 875 pL de etanol,
25 pL de cloreto de aluminio 10% (m/v), 25 uL detato de potassio 1 M e 700 pL
de agua destilada, totalizando 1250 pL de reagads B0 minutos, a absorbancia
foi medida em espectrofotobmetro, marca BECKMAN, atodU 640B a 425 nm.
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A curva analitica para flavonoides totais foi faisando como padrao solucédo de
quercetina. O total de flavonoides foi expressoa@enuivalente de quercetina (mg
Q/g extrato), e os valores foram apresentados coédia das analises em triplicata
(KALIA et al., 2008). Os limites de deteccéo e difi@acdo usados para esse
método foram de 3,59 mg/g e 10,89 mg/g respectiname

OH

o, ©
OH ™~ I—“
H tl/1 g

- S -
Querceting CQuerceting quelzda com Alsminic

Figura2 Reacado quimica entre a quercetina e o cloretdudd@io, na
determinacao do teor deflavonoides

2.3.3 Determinacéo do perfil de fendis por cromatagfia liquida de alta
eficiéncia

Foram utilizados como compostos padrdes para apaligcido galico,
catequina, acido clorogénicadido 5-cafeoilquinicp acido cafeico, vanilina,
acido p-cumarico, acido ferdlico, acido m-cumariaymarina, acido o-
cumarico, acido rosmarinico, quercetina e acidonst@namico, todos
adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes utilizadpara cromatografia,
metanol (Merck) e acido acético (J.T. Baker), forden grau analitico para
CLAE (espectroscépico) e agua ultrapura obtidardesigtema Milli-Q.

2.4Preparacdo das amostras e padroes
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A quantificacdo nos extratos das amostras foizaddi por padronizacao
externa. As curvas analiticas foram construidaa pgécdo em triplicata das
solucBes-padréo, obtidas por diluicbes da solugémae contendo 4xfol/L
de cada padréo diluido em solucdo de etanol. Asaswanaliticas foram obtidas
por regressao linear considerando o coeficientmdelacdo minimo de 0,995.

Apos a filtracdo das amostras e dos padrdes enilttandé membrana de
nylonde 0.4%m, as mesmas foram injetadas diretamente no crgrafidAQUINO
et al., 2006b). A identificacdo dos analitos cadidos extratos foi confirmada pelo
tempo de retencédo e pelos picos da amostra coroparas dos padroes.

2.5 Equipamento e Condi¢Bes CLAE

Utilizou-se o equipamento UFLC Shimadzu, equipadomcuma
bomba de alta pressdo modelo LC-20AT, um deteaior dV-VIS modelo
SPD-20A HT, injetor automatico com autoamostradadaio SIL-M20A,
forno modelo CTO-20A. As separacOes foram realigadmpregando-se
uma coluna empacotada SUPELCOSIL C-18 (250 mm xndn® Sigma),
com particulas esféricas darb conectada a uma pré-coluna SUPELCOSIL
C-18 (5,0 cm x 4,6 mm, pm-Sigma).

Os solventes de eluicao utilizados na fase mévednfio solu¢do de
acido acético 2% em agua (fase A) e 70% metanolselucdo de acido
acético 2% em agua (fase B). O comprimento de artitizado foi de 271
nm, o fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo de20e tempo de corrida
de 60 min, realizada a temperatura de 35°C. As a®$oram eluidas de

acordo com o gradienterepresentado na Tabela 1.

Tabela 1l Gradiente de elui¢éo utilizado no CLAE para anétise compostos
fendlicos



43

Tempo (min) Solvente A(%V/v) Solvente B (%v/v
2,0C 85 15
5,0C 7C 30
15,0( 65 35
25,0( 6C 40
43,0( 55 45
50,0( 2C 80
55,0( 10C 0
60,0( 10C 0

2.6Atividade sequestrante do radical livre (DPPH) ® EC50

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,99)
€ baseado na captura do radical DPPH (2,2-difepitdl-hidrazil) por
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absoibd@&n515nm. Os extratos
foram preparados em microtubos com quatro diluighiesentes em triplicata.
Em ambiente escuro foi transferida uma aliquot2%jel. de cada diluicdo do
extrato para microtubos com 975 pL da solucdo dé€HD®,06 mM, e
homogeneizada. Para o controle foi utilizado 25pe sblucdo de alcool
metilico, acetona e 4gua e homogeneizada com 978apdolucdo de DPPH
0,06 mM. A leitura da absorbéancia foi feita em espfotdmetro marca
BECKMAN, modelo DU 640B.

Os valores do EC50 foram calculados por regresséarldos graficos
em gue o eixo das abscissas representa a conéenttag extratos e o eixo das

ordenadas, a atividade antioxidante.



44

Ne + | = N
2N NOz HyC™ CH; OaN. Ay NOp H3C™ CHa
OH
o
MO NO;

Figura 3 Reacdo quimica entre o radical DPPFBHT
2.7Poder antioxidante de reducéo do ferr((FRAP)

Os antioxidantes presentess extratos foranavaliados como redutor
do Fé* a Fé? sendo quelados por 2,-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), par
formar o complexo F*>-TPTZ (cor azul) om absorcdo maxima ex=593 nm,
método desenvolvido poBenzie e Strain (199€) poder antioxidante
reducao do ferro € uma alternativa para a detegada reducdo do ferro.
reagente de FRARI preparado misturando-se fajnpéo acetato de sodio =
mM a pH 3,6; (blolucdo de 2,4-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10mM em HCI 4
mM; (c) solucdo de cloreto férrico 20mM. Para obter o ved&RAP os reativo
a, b e ¢ foranmisturados na projr¢édo de 10:1:1 no momento da lise. Como
padréo foiutilizado o sulfato ferroso heptahidratado. Em whot de ensai
foram adicionados 30 pL de cada diluicdo do exti@oul de dgua destilade
misturados com 90uL do reagente FRAR incubados durante 30 minuto
37°C. A leitura da absorbandoi feita no aparelho marca BECKMAN, mode
DU 640Bem 593 nm o reagente do FRAP fatilizado como branco. O padr
de sulfato ferroso heptahidrat: foi utilizado para a constru¢do de uma ct
com diferentes concencdes que variaram de 100 a 2000 ®% resultadc da
atividade antioxidante fore expressos enmuM sulfato feroso/g de residu
vegetal (atividade antioxidante equivalente aoasolferroso heptahidratads
Todas as analisdsran realizadas em ftriplicata.
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Figura4 Reduc&o do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-5.&iazina com F&
2.8 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado no experimg@tra comparagao
das atividades antioxidantes das cultivares IAPARViendo Novo e dos
tratamentos padrdes Acido Ascorbico(AA)e BHT (Bhidroxitolueno)pelos
métodos de DPPH e FRAP foi em blocos casualizaplwsguiatro tratamentos e
trés repeticdes. Utilizou-se o teste de Dunnettade significancia, visando
comparar os tratamentos entre si. Como os trataseestados diferiram dos
tratamentos padrdes utilizou-se o teste de Tukeya@l de 5 % de
probabilidade visando verificar diferenca entresele

O experimento visando verificar a diferenca na oosig@io quimica das
cultivares IAPAR e Mundo Novo foi instalado em delhmento experimental
em blocos casualizados com trés repeticfes. Ossdailginais dos teores de
fendlicos totais, flavonoides, aclcares redutoresOkdos sollUveis foram
submetidos a andlise de variancia e suas médigsacadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. As variaveis estudadas famaalisadas utilizando-se o
programa de analises estatisticas Sisvar 5.3 (FERRER010).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Determinacéo do teor de sélidos solaveis

De acordo com os dados da Tabela 2, foi possivetrear que a
cultivar IAPAR apresentou maior teor de sélidogigeis. Isso indica que, com
0 método de extracao utilizado, o extrato aquosioltias da cultivar IAPAR-59

mostrou-se mais concentrado.

Tabela 2 Teor de solidos soltveis % (°Brix) dos extratoscesmps 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 padrd). (hWédias com letras diferentes
sao estatisticamente diferentes (Tukey p<0,05).

Nao foram encontrados na literatura dados sobeerade sélidos sollveis
em folhas de café. Diversos materiais derivadqzraoessamento do café tiveram o
teor de sélidos soluveis analisados pelo grau Brisno mucilagem da agua
residuaria do café (MELO et al.,, 2011); extrato adé conilon tipo cereja
(ZEFERINO et al., 2010), extrato de café da cultivepazio (NOBRE et al., 2011)
e diferentes tipos de cafés soltveis (KOBAYASHINBESSI, 2012).

3.2Determinacéo do teor de fendlicos totais e flanoides

Foi possivel observar pelos dados da Tabela 3 geerale fendlicos da
cultivar I1APAR-59 (597,84 mg AG/g extrato) apresent diferenca
estatisticamente significativa com relacéo ao tieocultivar Mundo Novo 376/4
(394,54 mg AG/g extrato). O mesmo padrédo foi etregio para o teor de
flavonoides, sendo o teor da cultivar IAPAR-59 deB83 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 Hhides (mg Q/g
extrato) dos extratos aquosos de folhas de cafeeiro
Cultivar Fendlicos Flavonoides

IAPAR 5¢ 597,84+ 3,4 31,87+ 3,2
Mundo Novo 376/ 394,54+ 7,1° 17,11+ 2,€°

Resultados expressos como média + desvio padr@).(Medias com letras diferentes
nas colunas sédo estatisticamente diferentes (Tuk@y5s).

Os compostos fendlicos estdo envolvidos na respasestresses
bidticos e abiodticos (READ et al, 2009), principalte devido as suas
propriedades antioxidantes (GALLEGO - GIRALDO et 2011; SHAHIDI et
al.,, 2010). Dessa forma, eles podem desempenhgpapel na adaptacdo as
alteracdes ambientais (BOUDET, 2007) e em coevolggin pragas e doencas
(EYLES et al., 2010).

A cultivar IAPAR-59 possui resisténcia constitutieaqual pode ser
responsavel pela resisténcia miltipla contra varEencas. Resultados
preliminares tém indicado que essa resisténcia pexiar ligada a maior
producao de fendlicos pela planta, especificamesftavonoides.

Melo,Shimizu e Mazzafera(2006) determinaram o tw@®rcompostos
fendlicos de folhas de 15 genétipos de café e eéraam valores entre 92,8 (
racemosa e 2355 mg/g . libericd. Ramiro, Guerreiro Filho e
Mazzafera(2006) encontraram valores de compostudlides, em média, de
52,9 e 23,0 mg/g par@. arabicae C. racemosarespectivamente. Como pbde
ser observado, existem poucos trabalhos na litarajue avaliaram o teor de
fendlicos em folhas de café e esses resultadas for@nores que os encontrados
para as cultivares IAPAR-59 e Mundo Novo 376/40lpode ser explicado pelo
tipo de extragdo de fendlicos realizada, pela dimcia existente entre os
métodos de determinacdo dessa classe de compbstoscomo a idade das

folhas coletadas para a andlise. Diversos trabaihdgpendente da espécie
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vegetal estudada, relataram que folhas jovens exisgam maior teor de
compostos fendlicos que folhas maduras (FREITAS.e2007; NOJOSA et al.,
2003; SALGADO et al.,, 2008). Nutrientes e principahte carboidratos,
precursores dos compostos fendlicos, sdo acumuledoButos e folhas para o
seu desenvolvimento. O mesmo acontece para 0s @lisiabsecundarios, os
quais sdo também utilizados para proteger essémlignaturos. Nas folhas
jovens, esse comportamento pode ser explicado spelamorfologia, poisséao
mais sensiveis a fatores externos devido a sua ligixificacdo, que aumenta
com a idade do tecido (SALGADO et al., 2008). Easémulo de metabdlitos
secundarios em folhas jovens ja foi observado. &@ha$ deCoffea canephora
a concentracdo mais elevada de acidos clorogéfuicemfolhas jovens (46,9%)
em relagdo as folhas maduras (25,8%) (MONDOLOT. £2@06).

Neste trabalho foram coletadas o segundo par thadplde ambas as
cultivares, IAPAR-59 e Mundo Novo 376/4, sendo adermdas folhas jovens.
Isso pode explicar o alto teor de fendlicos enemttrem comparacgéo aos outros
trabalhos. Nao foram encontrados na literatura sladbre o teor de flavonoides
em folhas de café.

Com relacdo aos flavonoides, é interessante rassglte o método
colorimétrico para a sua determinacao nao é umduéte alta exatidao, pois o
efeito batocrémico da absorcéo causado pelo comperm aluminio ndo é
uniforme para todos os flavonoides. Isso ocorrgymm formacdo de quelatos
entre o aluminio e os flavonoides ocorre de foriferehte, dependendo do
flavonoide. O aumento do grau de hidroxilacdo ddeuileva ao aumento do
efeito batocrémico e, consequentemente, os espegslocam-se no sentido
dos maiores comprimentos de onda (CABRAL et all220URD; GEISSMAN,
1956). Dessa forma, dependendo da composicéo denfiades os resultados

podem ser sub ou superestimados.
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3.3Determinacao do perfil deendis por cromatografia liquida de alta eficiénci

Com os padrdes utilizados, foi possivel identifiearguantificar ni
composi¢do quimica de ambas cultivares os acidagéafeico e clorogénic
(Figuras 5 e 6). A cultivar IAPA-59 apresentou maior goentracdo dess
compostos, com destaque para o acido cafeico, ®eunpajoritario. Alémrr
desses compostos, outros picos nao identificadamfdetectados em aml os

extratos, sendo em maior nUmero na cultivar IAF59.

100000 4 100000 -
| . 4
90000 <
] IAPAR 59 Mundo Novo 376/4
80000 4 80000 4
70000 4
~ 60000 ~ 60000
e 500004 =
g 1 :
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Figura5 Cromatogramas obtid por CLAE dos extratos das folhas de ¢
IAPAR-59 (I) e Mundo Novo 376/4 (MN
1 - Acido Galico; 3- Acido Clorogénico; 4 Acido Cafeict

Tabela 4 Teores dos compostos obtidos por CLAE dos extrdéssfolhas d
café IAPAF-59 e Mundo Novo 376/4, em ug/100ug

Compostos IAPAR-59 Mundo Novo 376/
1 - Acido Galicc 47,2¢ 27,1«
3 - Acido Clorogénic 19,35 15,1¢

4 - Acido Cafeico 1487,42 975,1;
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Figura 6 Estrutura quimica dos compostos identificadosSGokE

Compostos fendlicos, que sédo produzidos rapidamessgeacumulam apos a
infeccdo, especialmente em variedades resistesiiesioxicos aos patdgenos. Os
acidos clorogénico, cafeico e galico sdo exempbsalguns desses compostos.
Algumas formas de fendis podem ser convertidas envados com radicais de
oXigénio, extremamente reativos, tornando-se nifiticos (BARROS et al., 2010;
HARTLEB; HEITEFUSS; HOPPE, 1997). E o caso do @ifeque se oxida
facilmente para formar quinonas potencialmentecédxie espécies reativas de
oxigénio (EROs) (BENNDORF; LOFFHAGEN; BABEL, 2001).

No trabalho de Rodrigues (2011), o extrato de foltla café Conilon
apresentou teor de acido clorogénico expresso ede %417 + 0,17 enquanto
que o café Arabica teve como média 1,109 + 0,02.eBmdos realizados por
Fernandes et al. (2009) foram observados teoréside clorogénico nas folhas
de café Arabica em média de 0,82%. J& para os geicafé Ardbica torrados
foram observados valores de acido clorogénico éntré a 5%, (FERNANDES
et al., 2009). Alves et al. (2011) ao estudarenmtpta de café infestadas por
Coccus viridis concluiram que estas acumularam maiores teore@cito
cafeico, cafeina e clorogénico em relacdo as mlané® infestadas por um
periodo de 45 dias apés a infestagao.

Compostos fendlicos, incluindo os acidos clorogénie cafeico, foram
conhecidos pelo seu papel na defesa das plant&NBET; WALLSGROVE,
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1994). Os acidos clorogénico, cafeico e os alcaficcomo a cafeina, sdo
considerados compostos pesticidas. Leiss et all9fj20dentificaram o acido
clorogénico como fator de resisténcia de tripesces@intemo, e anteriormente
no trabalho de Kim e Sano (2008), os autores sagerjue a cafeina estimula
os sistemas de defesa enddgenos das plantas pordmeitivacéo direta ou

indireta da expresséo génica.

3.4Atividade antioxidante

Foi possivel observar que para o sequestro dmiadlires DPPH o extrato
aguoso de folhas da cultivar IAPAR-59 apresentoiomadetividade que o extrato
aquoso de folhas da cultivar Mundo Novo 376/4. Asnbaresentaram menor
atividade, estatisticamente, que os padrdes asitirtico e BHT, porém, por se
tratar de extratos brutos, de composicéo quimicglexa, o potencial antioxidante
obtido pelas folhas dessas cultivares foi congitberalevante.

No poder antioxidante de reduc¢édo do ferro (FRAR)bas as cultivares
ndo apresentaram diferenca estatisticamente sigtinfa entre si e apresentaram

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

Tabela 5 Atividade antioxidante das cultivares e dos pasl@eido ascorbico
e BHT) pelos métodos DPP@Is,(ug/mL) e FRAP (mM FS0O/Qg)

Amostras DPPH FRAP

Acido Ascorbic 4,91+ 0,22° 501,20+ 21,0¢°
BHT 5,07+ 0,0¢° 389,20+ 16,5:"
IAPAR 5¢ 52,70+ 0,92° 26,31+ 0,5:¢
MN 376/< 104,36+ 7,12° 14,15+ 0,2<°

Resultados expressos como média + desvio padrd®). (hWédias com letras diferentes
nas colunas sao estatisticamente diferentes (Tk@y5s).

O radical DPPH reage rapidamente com alguns femdés existem
reacbes secundarias que atuam concomitantememteerndo de forma lenta

causando um progressivo decréscimo na absorbfaciando demorar algumas
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horas para que a reagdo seja estabilizada. Sensim, asma melhor
interpretacdo dos resultados do método do DPPH épim do EC50, o qual é
definido como a concentracdo de substrato que renius0% o radical DPPH
(cor) inicial da reacéo. Esse parametro foi apareante introduzido por Brand-
Williams e colaboradores (BONDET; BRAND-WILLIAMS; BRSET, 1997,
BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995) e indica guquanto maior
a atividade antioxidante, mais baixo e o valor @&&

O método FRAP foi inicialmente desenvolvido paralime poder redutor
no plasma, mas o ensaio tem sido adaptado e dtilgara ensaios de antioxidantes
em plantas. A reacdo mede a reducdo férrica de- 2riiridil-s triazina (TPTZ)
para um produto colorido (BENZIE; STRAIN, 1996).réacdo detecta compostos
com potencial redox <0,7V (0 potencial redox d&*F@TZ). O ensaio de FRAP
mede somente 0s mecanismos de transferéncia dmelgtie em combinag¢&o com
outros métodos pode ser Util na distingdo de metes dominantes com diferentes
antioxidantes (PRIOR; XIANLI; SCHAICH, 2005).

Conforme descrito anteriormente, ambas as culSvapeesentaram em
sua composicdo quimica alto teor de compostos it&asol Muitos fatores
influenciam na atividade antioxidante dos compostesatureza fendlica, em
especial a posicdo de substituicio e o ndamero dgogrhidroxila (OH), as
propriedades de outros grupos substituintes e siljlidade de formacdo de
ligacdes de hidrogénio. Compostos com dois (maieuoo) ou trés grupos
hidroxilas substituintes no anel benzénico possoeior atividade antioxidante
do que os monohidroxilados (CHENG et al., 2003)nfGone detectado por
CLAE (Figura 5), os extratos das folhas contém senc®mposicao quimica os
acidos cafeico e clorogénico, que possuem duasxilials no anel benzénico,
além do acido galico, que possui trés hidroxilaguia 6). Isso pode explicar a
expressiva atividade antioxidante apresentada rodmédPPH (Tabela 5). A

maior atividade antioxidante apresentada pelasafolta cultivar IAPAR-59
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pode ser correlacionada ao maior teor de fendaistqTabela 3) e acidos
fendlicos (Tabela 4), quando comparada aos tedtétos nas folhas da cultivar
Mundo Novo 376/4.

No trabalho de Abrahdo et al. (2010), foi avaliadaatividade
antioxidante das bebidas de café, utilizando oceddivie DPPH. O composto
utilizado como padrdo foi o butil-hidroxi-toluen®HT), o qual apresentou
atividade na concentracdo de 200 ppm, de 76,8%.alénh al. (2010),
constataram que o processo de torracéo influercitividade antioxidante das
bebidas de café, nas quais as bebidas de caféldoa@esentam uma maior
capacidade de doar hidrogénio, pois apresentaramnai@res porcentagens
sequestrante de DPPH, atingindo 70,2% com a amioségral. Naidu et al.
(2008) encontraram valores de atividade sequestdmntadicais livres proximos
a 80% em cafés verdes da espécie arabica. ComparaféArébica e conilon,
notou-se que o café conilon tem poder antioxidaek&gtivamente maior. Em
relacdo a torra moderadamente clara no tempo d¢éaate 10 minutos, o café
connilon apresentou atividade antioxidante de 9fguanto que o café arabica
foi de aproximadamente 18% (NASCIMENTO, 2006). N&@am encontrados
na literatura dados sobre a atividade antioxiddet®lhas de café.

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

Foi possivel observar por meio dos resultadoedesbalho o destaque
em termos de composicdo quimica e atividade adtoxé das folhas da
cultivar IAPAR-59 em comparacéo a cultivar Mundo/@76/4.

A cultivar IAPAR-59 é derivada do cruzamento ei@céfea arabicecv.
Villa Sarchi 971/10 e o “Hibrido de Timor 832/2%alizado no Centro de
Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), enu@al. O “Hibrido de
Timor” é um hibrido intraespecifico derivado dozamento espontaneo entre
Coffea arabicae Coffea canephor@ ASHERMES et al., 2000).
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A espécieCoffea canephoratambém conhecida como “café robusta”,
possui algumas caracteristicas que se sobressaspgéieCoffea arabicatais
como: menos sensivel ao déficit hidrico, maioticigade, sistema radicular
mais vigoroso, possui folhas e flores maiores, maiteores de sélidos soluveis,
cafeina e acido clorogénico, além da maior tolesédric Ferrugem, Bicho
Mineiro e resisténcia a Nematoides (SOUZA et @04).

De acordo com Lashermes et al. (2000), acesstidibado de Timor”
ou somenté&offea canephoraepresentam valorosas fontes de resisténcia para o
melhoramento genético. Portanto, uma possivel eagfio para os resultados
encontrados para as folhas da cultivar IAPAR-5 pestar correlacionada a sua

origem genotipica, ei@offea canephora



55

4CONCLUSAO

Para a composi¢do quimica dos extratos aquosadllaesfde café, das
cultivares IAPAR-59 e Mundo Novo 376/4, foi poss$igencluir que a cultivar
IAPAR-59 apresentou maior teor de compostos feaslilavonoides e solidos
solGveis. Para a atividade antioxidante, no métm®PPH a cultivar IAPAR-
59 apresentou maior potencial de sequestro deaiadieres. Em ambas as
cultivares foi possivel identificar a presenca a#&@ gélico, clorogénico e
cafeico, porém os maiores teores foram quantifisato cultivar IAPAR -59.
Uma possivel explicacdo para o destaque desseacytide estar na sua origem
genotipica, proveniente d&ffea canephora
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CAPITULO 3

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

RESUMO

Na fitopatologia, diversas pesquisas se concemearelacdo da especificidade entre
0 patégeno e o hospedeiro, no fenémeno de recomn@a, do papel das fitotoxinas
e enzimas microbianas extracelulares na patogénees fatores bioquimicos de
resisténcia, como compostos fendlicos, fitoalexieagproteinas relacionadas a
patogénese. Neste trabalho teve-se como objetialiaravdiferentes extratos,
provenientes de folhas de café IAPAR-59, com e siewculacdo de
Pseudomonassyringae garcae As andlises realizadas nesses extratos foraor o te
de fendlicos totais e flavonoides, acUcares regitatividade antioxidante pelos
testes de DPPH, FRAP, além da atividade fungitokioapossivel verificar que as
folhas de cafeeiro da cultivar IAPAR-59 sadias sgm&aram maior teor de compostos
fendlicos e acgucares redutores. Para a atividdaxidante, no método do DPPH a
fracdo agua apresentou a maior atividade, independa inoculagcdo. Pelo método
do FRAP, a fracdo agua das plantas sadias apresetor atividade. No teste
fungitdxico, ambas apresentaram compostos capazeibitl o crescimento do fungo
Cladosporiumsp. Foi possivel quantificar na composicdo quirdis plantas sem
inoculagdo os é&cidos galico, cafeico e clorogéridém da vanilina. A cultivar
IAPAR-59inoculada apresentou maior concentracagedesompostos e foi detectada
ainda a presenca de um fenilpropanoide, o Acids-ti@admico. A sintese desses
compostos pode ter ocorrido em resposta ao ataques@eno.

Palavras-chaveEstratégias de defeBaeudomonassyringpe.
GarcaeMetabolismo  secundario das planGaffea
arabicalnoculacao.
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ABSTRACT

In phytopathology, several researches focuses enrdhation of specificity
between the pathogen and the host, in the recognihienomenon, the role of
phytotoxins and extracellular microbial enzymes the pathogenesis and
biochemical factors of resistance, such as phenoligpounds, phytoalexins and
proteins related to pathogenesis.In this work hswblgjective to evaluate the
different extracts from coffee leaves IAPAR-59 withd without inoculation of
Pseudomonas syringgey. garcaeAnalyzes carried out in these extracts were
total phenolic and flavonoid, reducing sugars,atiant activity by DPPH and
FRAP test, beyond fungitoxic activity.It was podsito verify that coffee leaves
from IAPAR-59 healthy had higher content of phemottompounds and
reducing sugars.For the antioxidant activity in BPRethod the water fraction
showed the highest activity, regardless inoculaBgnthe FRAP method, the
water fraction of healthy plants showed a greatgivigy.In the fungitoxic test,
both showed compounds capable to inhibit the graftfungusCladosporium
sp.lt was possible to quantify in the chemical cosifion of no-inoculated
plants the gallic acid, chlorogenic and caffeicsitbes vanillin.The IAPAR-59
inoculated showed a higher concentration of thesapounds and was also
detected the presence of a phenylpropanoid, thé @eains- cinnamic.The
synthesis of these compounds may have occurregsponse to pathogen attack.

Keywords: Defense strategiePseudomonas syringgy. Garcae
Secondary metabolism of plar@affea arabicalnoculation.
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1INTRODUCAO

As doencas causadas por fungos, bactérias, virnsroatoides sdo um
dos principais fatores que limitam a produtividadeuma lavoura. Entre esses
patégenos que ocorrem sobre as espécies de pikneagpressao econbmica na
agricultura brasileira, as bactérias tém assumitha importéncia crescente,
guer pela gravidade das enfermidades que incitarculiduras, pela facilidade
com que se disseminam ou pelas dificuldades eradagrno controle das
enfermidades por elas causadas (ROMEIRO, 2005; 5I2307).

A inducdo de resisténcia em plantas pode ser dafimomo uma
resisténcia dindmica, baseada na producdo de raarfé$icas e/ou quimicas
estimuladas pela aplicagdo de uma substancia iredu® um fendmeno
sistémico ou local, efetivo contra uma ampla gareapdtdgenos, incluindo
bactérias, fungos ou virus (BONALDO et al., 2008\, 2007). Os agentes
indutores ou ativadores de resisténcia podem semrganismos saprofiticos,
patégenos de plantas, metabdlitos microbianosatestrde plantas, agentes
guimicos, entre outros (CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGRLIN, 2005;
LIU; KLOEPPER; TUZUN, 1995; SBALCHEIRO, 2006).

Na planta, os mecanismos de defesa podem seuntueais e
bioguimicos, ambos pré e/ou p6s-formados em relagéatativa de penetracao
do patégeno no hospedeiro. A constituicdo dos niwt@s estruturais se da por
barreiras fisicas a penetracdo e/ou colonizacdpattigeno. Nos mecanismos
bioguimicos estdo englobadas substanciascapazesbiteo desenvolvimento
do patdgeno ou gerar condi¢cdes adversas para avadhircia nos tecidos do
hospedeiro, devendo estar presentes em concentegguada nas partes
invadidas e em forma acessivel ao patégeno, dadakira que mudancas na

concentracdo da(s) substancia(s) impliguem em ngadanma expressdo da
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doenca (RESENDE et al, 2014; SCHWAN-ESTRADA; STAANRIN;
PASCHOLATI, 2008).

Nos mecanismos bioquimicos pré-formados, as &otists estdo
presentes na planta em altas concentracfes ndssexadios antes do contato
com o patdgeno ou podem se converter em substaitaasente téxicas com o
inicio da infec¢é@o. Por outro lado, nos mecanispiesformados, as substancias
encontram-se ausentes ou presentes em baixos aftess da infecgcdo, sendo
ativadas em resposta a presenca do patdgeno ouzftasl a partir de um
precursor remoto (GARCION; LAMOTTE; METRAUX, 2007).

As plantas produzem uma grande quantidade de coogposganicos
que muitas vezes parecem nao ter uma funcdo @inetaeu crescimento e no
seu desenvolvimento. Essas substancias sdo coadiecmo metabdlitos
secundarios ou produtos secundarios, ndo aprederagéo direta em processos
como fotossintese, respiracéo, transporte de solotosintese de carboidratos,
proteinas e lipidios (TAIZ; ZEIGER, 2004). Atualnbenséo conhecidos cerca
de 170 mil metabdlitos secundarios, tendo sua jgémlinduzida por ataque de
herbivoros ou patdgenos, ou sendo sintetizadogiwdivemente em 6rgdos ou
em estadios especificos de desenvolvimento (GERZEN Mc CONKEY;
CROTEAU,2000).

Os terpenos, compostos fendlicos e compostos aitamps sdo as
principais classes de metabdlitos secundarios prdds nas plantas, utilizados
como forma de defesa contra estresses bidticosoticak (TAIZ; ZEIGER,
2004). Os compostos fendlicos sintetizados nastgdaapresentam efeitos
protetores contra a exposicdo aos altos niveisadiagdo solar, infeccao por
bactérias ou fungos. Em adi¢do, os compostos fmsilambém sédo importantes
para a estrutura celular, na sinalizacéo e pigméatéSHETTY et al., 2008).

Os compostos fendlicos de fontes vegetais poderdiddidos em dois

grupos: os flavonoides e os nao flavonoides, seudoambos sdo metabdlitos
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secundarios presentes em frutas e vegetais. Osniwatns de flavonoides sao
0S gque apresentam a estrutura quimica descrita G@¥©3-C6(figura 1). Ja os
denominados de ndo flavonoides séo classificadosocms derivados das
estruturas quimicas C6-C1 especificas dos acidir®xii benzoico, galico e
elagico; os derivados das estruturas quimicas C@&spcificas dos acidos
cafeico e p-cumarico, hidroxi cinamatos e os delidgadas estruturas quimicas

C6-C2-C6 especificas do trans-resveratrol, cisemredkol e trans-resveratrol-

glucosidio (DEGASPARI, 2004).
o 2]
c
=

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

Compostos fendlicos, que sdo produzidos rapidamerge acumulam
apds a infeccdo, especialmente em variedades er@sist sdo toxicos aos
patdégenos. Os acidos clorogénico, cafeico e fer(d@o exemplos de alguns
desses compostos. Algumas formas de fendis podenmcaevertidas em
derivados com radicais de oxigénio, como 0 aniamxmlo, extremamente
reativos, tornando-se muito toxicos (HARTLEB; HEAESS; HOPPE, 1997).

A tentativa de reduzir o uso defungicidas com olgetle minimizaro
impacto ambiental e evitarselecionar populacBesstesdes do patdbgeno
temmotivado a procura de principios ativos proveeie de extratos vegetais e
Oleos essenciais. Diante disso, o0 objetivo neatmlno foi quantificar e avaliar
0 potencial biolégico de metabdlitos secundériogeivados em resposta a

interacdo cafeeiro Rseudomonassyringpe.garcae.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das mudas de cafeeiro

As sementes de cafeeiro da cultivarlAPAR-59 foraiguaridas no
sitio Fonseca, localizado no municipio de LavrasG:-MPosteriormente
foram semeadas em bandejas de plastico contenda kEreada e, no
estadio “orelha de onca”, foram transplantadas pac@s de polietileno de
0,5L contendo substrato apropriado para a formalgimudas de café. As
mudas foram mantidas em fitotron(cAmara de crestioneom temperatura
em torno de 23°C, UR de 80% e 12 horas de fotodejimnde foram
realizados todos o0s experimentos. As mesmas foramgadas
periodicamente e adubadas conforme a recomendagioRitheiro,
Guimaraes e Alvarez(1999).

2.2 Obtencao do in6culo déseudomonas syringae pv. garcae

O isolado deP. syringag@v.garcae foi obtido da colecdo de
microrganismos do Laboratério de Bacteriologia Megeda UFLA -
Universidade Federal de Lavras, denominado Lg, gm@ante de Patos de
Minas, empresa Farroupilha. A bactéria foi preséavam agua mineral e
em tubos contendo meio 523 de KadoeHeskett (19FAB1lj. Para a
inoculacdo, a bactéria foi repicada em placas die €@antendo meio MB1 e
incubada a 25 °C. Apés 48 horas de crescimentqrigparada a suspensao
bacteriana, removendo-se as colbnias com uma akaDdgaslki,
calibradas para Odgonii= 0,8 € pulverizadas nas mudas até o ponto de
escorrimento. Foi realizada cémara Umida cobrireloesm um saco
plastico, 24 horas antes e depois da inoculacdesd®m-se que essa
metodologia utiliza alta concentracdo de inocul@rnmitindo assim a

inoculacdo sem o uso de ferimentos.
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2.3 Experimento

Foi utilizada a cultivar de café IAPAR-59 que apréa resisténcia a
ferrugem e resisténcia parcial a bactéria em estOdmtuito nesse ensaio foi
comparar e identificar a producdo de metabdlitauirsgarios dessa cultivar,
com e sem inoculacao.

No experimento foram utilizadas 300 mudas, sende #b0 foram
inoculadas confP. syringa@v. garcae outras 150 ndo foram inoculadas.A coleta
das amostras foliares foi realizada cinco dias apd®culacdo e a analise dos

metabdlitos secundérios foi realizada conforme dudtgia descrita a seguir.

2.4Preparo dos extratos

Foram coletadas amostras de folhas novas (aproaimewte dois pares
de folha/planta) de plantas infectadas e ndo iaflet com P.
syringagv.garcae As amostras foram armazenadas individualmentgame!
aluminio, rapidamente congeladas em nitrogénig) (fduido e, em seguida,
armazenadas em ultrafreezer a -80° C para posterdtise.

Para obtencdo dos extratos foi utilizado o métodoestracdo por
Soxhlet durante24 horas. Amostras de cerca de 1d@ gcido foliar fresco
foram maceradas em,Nquido em almofariz até a obtencédo de um p6 fitsse
po foi colocado em um reservatério de pano (foritiadrica) dentro do extrator
Soxhlet. Foram utilizados solventes em ordem crescde polaridade: éter
etilico, metanol e agua. A primeira extracao &faf com éter etilico P.A, sob
aquecimento de até aproximadamente 40° C, em ufo i fundo redondo.
Apo6s varios ciclos, o balédo foi retirado e o soteeavaporado em evaporador
rotativo, a pressdo reduzida. Esse extrato sofrea particdo liquido/liquido
com agua fornecendo o extrato agua/éter, que fsiedormente liofilizado.
Ap6s a liofilizacdo, o extrato seco foi armazenaglm vidro ambar, a

temperatura de -80° C para posterior andlise. Arskgextracao foi realizada
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logo em seguida, utilizando-se temperatura de apemamente 60°C por um
periodo de 24 horas, seguindo 0 mesmo procedintEnfwrimeira extragdo. O
material vegetal submetido as duas etapas de éateatteriores foi retirado do
Soxlet e transferido para um béquer, no qual falizada a extracdo com agua
sob aquecimento descrita por Vitorino et al. (200tpbm pequenas
modificacdes. Cerca de 100 g de cada amostra fetdmmetidos a extragdo
com1000 mL de agua em ebulicdo por 5min com agitadmnético. A mistura
foi filtrada em papel de filtro e armazenada adgabda luz, a temperatura de -

80°C, para posterior liofilizacao.

2.5Determinacéo do teor de compostos fendlicos taa

Para a determinacao do teor de compostos fendbtais, uma aliquota
de cada um dos extratos (125 uL), foi misturada 686uL do reagente Folin-
Ciocalteau (diluido em agua destilada 1:10) e S0@qucarbonato de sédio 4%
(m/v) em agua destilada. Apés 2 h de incubacadoagaada luz e a temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida em espectrofdtdmmarca BECKMAN,
modelo DU 640B a 750 nm.Os resultados do teor dgostos fendlicos totais
foram expressos como equivalentes de acido géaligpAG/g), calculados por
meio de uma curva construida com concentracfes vauaram de 5 a
100 pg/mL (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS999).

2.5.1 Determinacao do teor de flavonoides

Uma aliquota de 125 pL dos extratos foi misturadan 875 pL de
etanol, 25 pL de cloreto de aluminio 10% (m/v),;.@5de acetato de potéssio
1M e 700 pL de agua destilada. Apds 30 minutofsardancia foi medida em
espectrofotbmetro, marca BECKMAN, modelo DU 640B25 nm. A curva
analitica para flavonoides totais foi feita usarmmo padrdo solucdo de

quercetina. O total de flavonoides foi expresso@eauivalentes de quercetina
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(mg Q/g extrato) e os valores foram apresentado® coédia das andlises em
triplicata (KALIA et al., 2008).

2.5.2 Determinacao do teor de acUcares redutores

Para determinacao do teor de acucares redutoseshbses foram feitas
segundo Miller(1959), na qual para cada aliquotal@ mL de extrato foi
acrescido 1,0 mLdo reagente DNS. A mistura foi aifizea 100°C/15 minutos e
resfriada em banho de gelo, apés isso o volumedimipletado com 13 mL de
agua destilada agitando até a homogeneizacgao ulzieolOs acucares redutores
foram quantificados em espectrofotdmetro,marca BMEK, modelo DU
640B em comprimento de onda de 540 nm, utilizandwecanalitica de glicose

cuja concentracao variou entre 0,099 a 1,8g.

CUUH

CHO COOH
COOH
CH
)\/ L CH™ /l\ .CH
/J\E:ifl\ ? <““”> JZCDLJ: )
4 i : AT
No2 4t NO2 NHZ

Figura2 Reacao de oxidagdo da carbonila pelo reagente DNS
Fonte: Miller (1959)

2.5.3 Determinacéao do perfil de fendis por cromatagfia liquida de alta
eficiéncia
Foram utilizados com compostos padrfes para andisdo galico,
catequina, &cido clorogénicédido 5-cafeoilquinicp acido cafeico, vanilina,
acido p-cumarico, acido ferdlico, acido m-cumariccymarina, acido o-
cumarico, acido rosmarinico, quercetina e acidonst@namico, todos

adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes utilizadpara cromatografia,
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metanol (Merck) e &cido acético (J.T. Baker), forden grau analitico para

CLAE (espectroscoépico) e agua ultrapura obtidardesistema Milli-Q.
2.6Preparacado das amostras e padrbes

A gquantificacdo das amostras foi realizada por gadacdo externa. As
curvas analiticas foram construidas pela injecaotrgplicata das solugtes-
padréo, obtidas por diluicdes da solugéo-estoqntendo 4x10mol/L de cada
padrdo diluido em solugdo de etanol. As curvasitaoza foram obtidas por
regressao linear considerando o coeficiente delegé&o minimo de 0.995.

Apos a filtracdo das amostras e dos padrdes enilttandé membrana de
nylonde 0.4qm, as mesmas foram injetadas diretamente no crorafad@QUINO
et al., 2006). A identidade dos analitos contidos extratos foi confirmada pelo

tempo de retencao e pelos picos da amostra coroparas dos padrées.
2.7Equipamento e Condi¢cdes CLAE

Utilizou-se o equipamento UFLC Shimadzu, equipaito ama bomba de alta
pressédo modelo LC-20AT, um detector com UV-VIS no@&PD-20A HT, injetor
automatico com autoamostrador modelo SIL-M20A, domodelo CTO-20A. As
separacOes foram realizadas empregando-se uma evhpacotada SUPELCOSIL
C-18 (250 mm x 4,6 mm - Sigma), com particulasriesf® de fm conectada a uma
pré-coluna SUPELCOSIL C-18 (5,0 cm x 4,6 mmpbSigma).

Os solventes de eluicao utilizados na fase moévahiosolucéo de acido
acético 2% em agua (fase A) e 70% metanol em soldeacido acético 2% em
agua (fase B). O comprimento de onda utilizadod®i271nm, o fluxo de
1,0mL/min, volume de injecéo de@0e tempo de corrida de 60 min, realizada
a uma temperatura de 35°C. As amostras foram eluddaacordo com o
gradienterepresentado na Tabela 1.
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Tabela 1l Gradiente de eluicdo utilizado no CLAE para aeatles compostos

fendlicos
Tempo (min)  Solvente A (%v/v)  Solvente B (%v/v)
2,0C 85 15
5,0C 70 30
15,0( 65 35
25,0( 60 40
43,0( 55 45
50,0( 20 80
55,0( 10C 0
60,0( 10C 0

2.8Atividade sequestrante do radical livre (DPPH) ® EC50

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,189¢é
baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenicfikhidrazil) por
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absoik&n515 nm. Os extratos
foram preparados em microtubos com quatro diluighiesentes em triplicata.
Em ambiente escuro foi transferida uma aliquot2®@L de cada diluicdo do
extrato para microtubos com 975 pL da solucdo dé€HD®,06 mM, e
homogeneizada. Para o controle foi utilizado 25 dd. solugdo de alcool
metilico, acetona e agua e homozeizada com 975adoldicdo de DPPH 0,06
mM. A leitura da absorbancia foi feita em espect@hetro marca
BECKMAN, modelo DU 640B.

Os valores do EC50 foram calculados por regresséarldos graficos
em que o eixo das abscissas representa a conéenttag extratos e o eixo das

ordenadas a atividade antioxidante (%).

2.9Poder antioxidante de reducao do ferro (FRAP)

Os antioxidantes presentes nos extratos foramaalaicomo redutores
do Fé® a Fé? sendo quelados por 2,4,6-Tri(2-Piridil)-s-Triazi(TPTZ), para
formar o complexo F&TPTZ (cor azul) com absorcdo méaxima em 593 nm
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(BENZIE; STRAIN, 1996).0 reagente de FRAP foi prgyg misturando-se (a)
tampdo acetato de sédio 300 mM a pH 3,6; (b) soldg 2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ) 10mM em HCI 40 mM; (c) solucao dereto férrico 20mM.
Para obter o reativo FRAP, os reativos a, b e anfomisturados na proporcao
de 10:1:1 no momento da analise. Como padréo ilgiatto o sulfato ferroso
heptahidratado. Em tubo de ensaio foram adiciona@iqsL de cada diluigdo do
extrato, 90 pL de agua destilada, misturados comA0do reagente FRAP e
incubados durante 30 minutos a 37°C. A leitura lisogbancia foi feita em
espectrofotdbmetro marca BECKMAN, modelo DU 640598 nm e o reagente
do FRAP foi utilizado como branco. O padrao deatalferroso heptahidratado
foi utilizado para a construcdo da curva com difege concentracbes, que
variaram de 100 a 2000 M. Os resultados da atieidactioxidante foram
expressos emuM sulfato ferroso/g de amostra (atividade antiowtda
equivalente ao sulfato ferroso heptahidratado). aSods andlises foram

realizadas em triplicata.

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

A atividade fungitoxica dos extratos foi avaliadar pmeio de
bioautografia, utilizando o fung€ladosporiunsp. Foram utilizadas placas
preparadas com silica gel 60 GF 254 (20 cm x 20(deajck). As placas foram
submetidas a uma pré-corrida utilizando como fageeluma mistura de
solventes, composta de hexano, éter etilico e wletan proporcao de 5:6:4
para a remocdo de possiveis impurezas presentesirewm de corrida
cromatografica. Amostras de 5uL dos extratos foswtubilizadas com os
mesmos solventes utilizados na extragéo e foraitaajpls em pontos espacados

de 1 cm e a uma distancia de 2 cm da extremiddeléoinda placa.
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Na corrida cromatografica, foram utilizadas cubawidros 8 x 24 x 24
cm, utilizando o mesmo sistema de solventes decquiéda. A corrida foi
realizada até percorrer 16 cm, a partir dos podesplicacdo das amostras.
Apo6s o fim da corrida e a evaporacdo dos solvertédos na placa, esta foi
visualizada sob uma camara de ultravioleta (UVexuaio Idmpadas capazes de
emitir luz nos comprimentos de onda de 254 nm e866As manchas foram
visualizadas e as distancias de migracéo, denoasrdel Fator de Retencaq)(R
calculadas pela razdo entre a distancia percopedta amostra a partir do seu
ponto de aplicagdo até o ponto de visualizacaordaschas, pela distancia total
percorrida pelo solvente a partir do ponto de aplo das amostras. Apds 24
horas, as placas foram submetidas a bioautogreditnpcadas em bandejas
plasticas forradas com papel filtro umedecido. &astmente, foi pulverizado
sobre as placas com um borrifador manual,0 fu@adosporiursp. na
concentragdo de 5 x AG@onidios/mL diluido em meio de cultura liquido
contendo sais e sacarose (COOPER; WOOD, 1975; ARXEROMEIRO;
MUCHOVEJ, 1991; SOUZA; ROMEIROMUCHOVEJ 1991). As bandejas
com as placas foram envolvidas com filme plastism@m formacdo de camara
Umida e incubadas por 48 horas a 25°C. Decorride #mpo foi realizada a
identificacdo visual de zonas de inibicdo do cresato fungico (VILLAS
BOAS; GOMBERT, 2006).

2.11Fracionamento dos extratos provenientes dastiak de cafeeiro IAPAR-59

Ap0s a bioautografia, os extratos brutes gpresentaram fungitoxicidade
foram fracionados por cromatografia em camada delgaeparativa (CCDP),
na qual foram aplicados 20 uL de cada extrato, lawap individuais, por meio
de capilar de vidro. As placas foram submetidarida com os mesmos
eluentes usados o item 2.7, a fim de obter a sgf@rale compostos.
Posteriormente, essas fracdes foram analisadagguoatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE), conforme o item2.5.4, utilizandomo padrdes externos de
comparacdo os seguintes compostos fendlicos: &dtico, catequina, &cido
clorogénico (acido 5-cafeoilquinico), acido cafeiganilina, acido p-cumarico,
acido ferdlico, &cido m-cumérico, cumarina, &cidecuméarico, Aacido

rosmarinico, quercetina e acido trans-cinamico.

2.12Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado no experimg@tra comparagao
das atividades antioxidantes pelos métodos de DPIPRIAP foi feito em blocos
casualizados com oito tratamentos comparados castddamentos padréo
Acido Ascorbico(AA)e BHT(Butilhidroxitolueno) totadando 10 tratamentos.
Utilizou-se o teste de Dunnett a 5% de significAneiisando comparar os
tratamentos entre si. Como os tratamentos teswifimsram dos tratamentos
padrbes utilizou-se o teste de Tukeyao nivel de 8e%robabilidade visando
verificar diferenca entre eles.

O experimento visando verificar a diferenca na cosig@io quimica da
cultivar IAPAR-59 sobre a influéncia do patégenelog diferentes métodos de
extracdo foi instalado em delineamento experimantablocos casualizados em
esquema fatorial 2x4 (inoculacdo: plantas inocidaaédo inoculadas e quatro
extratores: éter, agua /éter, metanol e aguajanfatilizadas trés repetic6e3s
dados originais dos teores de fendlicos totaispfiaides e acUcares redutores
foram submetidos a analise de variancia e suasasiédimparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As variaveis estudafimam analisadas
utilizando-se o programa de andlises estatisticasih.3 (FERREIRA, 2010).
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3RESULTADOS E DISCUSSAC

3.1 Andlise do perfil de fendis de folhas de cafeeil APAR -59

Mediante a utilizacdo de alguns padr@es, foi p@sjuantificar ne
composi¢cdo quimica da cultivar IAP~59 os acidos gélico, cafeico
clorogénicoe vanilina (Figura 1). A cultivar IAP~59 inoculada conP.
syringagv.garcaeapresentou maior concentragcadesses compostose 1
detectada a presenca de vanilina, ndo encontrada phkantas ser
inoculagdo neste tipo de extrato.A vanilina é urde&do derivado d
acidobenzoico (um acido fendlico), pertencente milia dos composto
fendlicos. Possui atividade timicrobiana (CERRUTI; ALZAMORA,;
VIDALES, 1997) e antioxidante (TAl et al.,201

O

-

OCH;,
OH

Figura 3 Estrutura quimica da vanili

Além desses compostos, outros picos nédo identifisatbram
detectados, com destaque para o pico apontadosptdano cromatogran
das plantas inoculadas, que aparece em concentiigéiicativamente
maior em relagdo as plantas sem inoculagadtabela2 estdo os teores d
compostos obtidos por CLAE dos extratos das folibascafé IAPAF-59

nao inoculadas e inoculac
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Figura4 Cromatogramas obtidos por CLAE dos extratos ddm$ode café
IAPAR 59 nao inoculadas e inoculadas.
1 - Acido Galico; 3 - Acido Clorogénico; 4 - Acid@@afeico;
5 - Vanilina.

Tabela 2 Teores dos compostos obtidos por CLAE dos extrdaégsfolhas de
café IAPAR-59 nédo inoculadas e inoculado, em pg{i§0

Composto: Plantas ndo inoculada Plantas inoculada:
1 - Acido Galicc 47,2¢ 72,9¢

3- Acido Clorogénic 19,3t 30,47

4 - Acido Cafeic 1487 4. 1697,2!

5 - Vanilina Nd 20,1¢

Nd: composto ndo detectado

Os compostos fendlicos sdo fitoquimicos conhecilasontrados em
todas as plantas. Eles consistem de fenéis sim@tédo benzoico, cinamico,
cumarinas, taninos, ligninas, lignanos e flavor®il€tHODDAMI; WILKES;
ROBERTS 2013. As folhas do cafeeiro possuem varios desses CEtOg0o0s
quaispodem ter importante papel na suscetibiliddme cafeeiros aos insetos
(KUSHALAPA; ESKES, 1989). Entre essescompostogresentes em maiores
concentracbes nas folhas do cafeeiro sdo os femdiss terpenoides
(FERNANDES et al., 2009a).
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Os resultados encontrados corroboram com os deafdgn et al.
(2009b), que analisaram folhas de cafeeiro Catwaim&lho. Os compostos
encontrados em maior teor foram cafeina, acidocoglmico e acido cafeico,
havendo também outros compostos presentes em bazixeentracdes, cuja
identificacdo néo foi apresentada.Ramiro, Guerrgitbo e Mazzafera(2006)
verificaram menor ataque de Leucopteracoffeella (Guérin-
Méneville)(Lepidoptera: Lyonetiidae) em plantas @e arabica com altas
concentracBes deédcido clorogénico. De acordo codridRees et al. (2011), a
resposta das folhas de cafeeiro ao estresse fetgao fangica poH. vastatrix
possivelmente seja 0 aumento na concentracdo di abtbrogénico. No
trabalho de Leitdo (2010), o possivel envolvimeatits acidos clorogénicos na
defesa do cafeeiro contra a ferrugem alaranjadavfdenciado pela presenca do
composto 5-cafeoilquinico, sendo,provavelmente,is miaundante.

A partir das diferengas detectadas na composicaniaggudas folhas de
cafeeiro da cultivar IAPAR-59, frente a inoculacdimbas as amostras (inoculada e
ndo inoculada) foram submetidas a extracdo conerstely de diferentes polaridades

coma finalidade de fracionar os compostos e awl@bioatividade.

3.2Andlise do teor de compostos fendlicos totais

Analisando os dados da Tabela 3, foi possivel ghsajue o extrato
agua/éter foi o mais eficiente em extrair compoga®licos das folhas de
cafeeiro submetidas a inoculacéo, cujo teor delitargdfoi de 489,65 + 9,4mg
AG/g extrato, apresentando diferenca estatistictangignificativa em relacéo
aos demais extratores. Para plantas sadias, h@iedo ao resultado anterior,
no qual o extrato proveniente da agua foi o0 quesneaitraiu compostos
fendlicos, com teor de 755,52 + 3,0 mg AG/g exirditerindo-se dos demais.
Com excec¢édo do extrato etéreo, que ndo teve diferestatistica significativa,

em todos 0s outros extratos testados, as plantiassapresentaram maior
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guantidade de compostos fendlicos nas suas fadmas;omparacdo as plantas
sobre a influéncia do patégeno.

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

Solvente extratol Inoculagac

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+ 4,5 244,40+ 4,74
Agua 397,36 +3,™® 755, 52+ 3,0

Resultados expressos como média + desvio padrd). (hWédias com letras diferentes
(mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhaspstatisticamente diferentes (Tukey
p<0,05).

De acordo com Salgado et al. (2009), os teoresrd@d totais nas folhas

destinadas aos testes de resisténcia ao bichormine&io diferiram
estatisticamente entre as cultivares Catuai e Obat&ntanto observou-se uma
maior concentracdo dos fendis totais nas folhas inféstadas (testemunhas)
guando comparadas com folhas infestadas pelo bigheiro. Isso foi atribuido a
semelhanca na concentrag@o de fenois totais nassfdas cultivares Catuai e
Obaté e asuscetibilidade dessas plantas ao atachieht-mineiro. No momento
em que héa lesBes decorrentes do ataque do inpktota,diminuiram os teores de
fendis totais, que podem ter sido utilizados deuraly forma no complexo
mecanismo de defesa da planta. Esse resultadderoom os encontrados no
trabalho de Ramiro, Guerreiro Filho e Mazzaferag20qQue demonstraram que a
sintese de compostos fendlicos paffeaarabicaé afetada por pragas, doencas e
ervas daninhas. No trabalho de Boari et al. (20€#),houve diferenca no teor de
compostos fendlicos em graos de frutos manchaadd® enanchados pelo virus
da mancha anular do cafeeiro. EDmturastramoniumlL., infectada pelo
Potatovirus X, houve diminuicdo no teor de compostndlicos nas folhas

inoculadas com o virus. Na infec¢é@o sistémica, ozdado, houve aumento do
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teor de fendis nas plantas infectadas, assim caomencom as plantas infectadas
por fungos (DUARTE et al., 2008).

Kroner et al. (2012) observaram um aumento da otrggo de
substancias fendlicas ap6s otratamento com elicidoldungo, mas nao houve a
producdo de outras substancias, ouseja, houve sapanacdo quantitativa de
compostos fendlicos. Essa resposta também foi v@mserem plantas de milho
(Zeamays L.)inoculadas com os fungo€olletotrichumgraminicola (Ces.) e
HelminthosporiummaydisisikandMiy, havendo aumento expressivo de dois
compostos fendlicos queocorriam em concentracoés baixas em plantas sadias
(LYONS; WOOD; NICHOLSON, 1990). Emfolhas de madeiMalusspp.),
infectadas pelo fungdventuriainaequalis (Cke.) Wint.,a producdo do &cido
clorogénico foi de 1,1 a 7,6 vezes maior que nisdosadias(PETKOVSEK;
STAMPAR; VEBERL, 2009). Em folhas de arroz da variedade IR36 dasta
comisolados patogénicos e nao patogénicos do fidelminthosporiumoryzae
Breda de Haan, também houve aumento de compostiieds. Entretanto, quando
asfolhas de arroz foram tratadas com a toxina pidalupor esse fungo, a
concentracdo decompostos fendlicos diminuiu brusntem provavelmente, pelo
fato da toxina suprimiro mecanismo de defesa datgpldesempenhado pelo
composto fendlico(VIDHYASEKARAN; BORROMEOQO; MEW, 129

De acordo com o exposto, a resposta da plantavaoide dependendo do
patdgeno ou do estagio da infeccdo. Na infeccfupgos, houve o aumento dos
teores de fendis totais nas plantas infectadasiaetmque na infeccao viral houve
uma diminuicdo. Pelos resultados encontrados tras@ho, a infeccdo bacteriana
também resultou na queda do teor de compostosdendbtais. Porém, isso nao
significa que a planta diminua sua producéo de ostop fendlicos com a infecgao.
O que pode ocorrer € que, no momento do preparextiatos da folha e da andlise
do teor de fendlicos, a planta j& tenha utilizaddepdos compostos no complexo

mecanismo de defesa, oxidando-os a quinonas (ROSA&tTal., 2001), que



82

geralmente sdo mais toxicas aos patdgenos. Coniaddpp da reacdo do Folin-
Ciocalteau é a oxidacado dos fenolatos (SINGLETORTBOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999), as quinonas ndo podem ser dets;téevando a queda no
teor de compostos fendlicos em comparacao as fdéhpkanta sadia.

A velocidade da expressdo da resisténcia éfatoerndigiante na
colonizagdo do patdgeno, pois, quanto mais rapida fesposta da planta acataque
do patogeno, mais eficiente € a resisténcia dewwpeldeiro considerado suscetivel
(EL HADRAM I et al., 2010; PIETERSE etal., 2009).

3.3Determinacgéo do teor de flavonoides

Foi possivel observar na Tabela 4 que para plam@suladas, o
solvente mais eficiente na extracdo de flavonoithes folhas de cafeeiro foi o
metanol, diferindo estatisticamente dos demaisatxies analisados, sendo seu
teor de 103,53mg quercetina/g extrato. Para astgslapadias, o extrato
proveniente da agua apresentou maior teor de ftades, 120,19
mgquercetina/g extrato, apresentando diferencaifismiva dos demais
extratores. Com relacdo a inoculacdo, observayuseos extratos preparados
com o solvente éter, assim como metanol, tiveraos seaiores teores de
flavonoides quando as plantas foram submetidas@uiacdo, ao contrario do
extrato aquoso, que apresentou o0 maior teor entaglardio inoculadas. Para o
extrato preparado com o solvente agua/éter, a lag@ol ndo interferiu no teor
de flavonoides. Os extratos que foram produzidosn ceolventes mais
polarescomo o0 metanol e a dgua conseguiram extraior quantidade de
flavonoides em relacdo ao extrato etéreo, que &eatteristica mais apolar. 1sso
pode ser explicado pelo fato de os flavonoides s caracteristica mais
polar, sendo facilmente extraidos por solventesocagua, metanol, etanol e
suas misturas (MARKHAM, 1982; YAOQet al., 2004).
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Tabela 4 Teor de flavonoides totais (mg quercetina/g exjrdm extratos de
folhas de cafeeiro IAPAR-59

Solvente extrator Inoculacéo
Plantas Inoculadas  Plantas sadias
Etel 44,88+7,0" 26,74+2,0%®
AgualEter 53,66+5,5™ 56,39+8,4*
Metano 103,53+16,1* 78,11+0,9"°
Ague 52,50+6,8"® 120,19+6,1%

Resultados expressos como média + desvio padrd@®). (hWeédias com letras diferentes
(minasculas nas colunas e mailsculas nas linhaspstatisticamente diferentes (Tukey
p<0,05).

Os flavonoides sdo compostos fendlicos e tém duates baseada em

2-fenil-benzopirano (C6C3C6), sendo representadams vdirias classes, de
acordo com o grau de oxidacao do anel central (HARRE, 1973).Nas folhas,
as flavonas e os flavonois sdo os mais comumetngados (PIETTA et al.,
1989). De acordo com Petkoviek, Stampar e Velgf09) em plantas de
maca Malus spp.) infectadas pelofunggéenturiainaequaligCke.) Wint, houve
aumento da concentracdo de flavonodis, como a rutmeercetina 3-O-
rutinosideo) e a quercitrina (quercetina 3-OramhoSeteor de flavonbis em
frutos deVitisviniferaL. var. Cabernet Sauvignoninfectados d@mpevineleaf-
roll-associated virus-§GLRaV-3) foi maior em relacdoao de plantas sadias
estagios anteriores ao amadurecimento do frutoretamto, nafase de
amadurecimento dos frutos dé vinifera houve a diminuicdo do teor de
flavondis (VEGA et al., 2011). Dessa maneira, pselg@erceber que ha variagédo
dosmetabdlitos secundarios em plantas infectadagpa@das com plantas
sadias emdiferentes estagios de maturacdo da placdacentracdo de outro
grupo de flavonoides, as antocianinas, em plangéag.dnifera infectadas por
GLRaV-3, foi menor em comparacdo com plantas sadizmapossivel
explicacdo para a diminuicdo do teor total de aatgas nas plantas infectadas
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deV. viniferaem comparagéo com as sadiasseria a diminuicagpdassaodos
principais genes da via de sintese dos flavon{ME&A et al., 2011).

De outra maneira, o teor de flavonoides em foltesndcieira diferiu
estatisticamente entre folhas resistentes e susiseli sarna da macieira, sendo
que as primeiras apresentaram menores quantideBesP(NI, 2011). Dentro
da classe dos flavonoides estéa a fitoalexinaflpindi, uma dihidrochalcona, que
quando degradada a 4cido floréticoe a acido p-kilnkeazoico, atua diretamente
contra a infec¢do d¥. inaequaligsarna da mac¢d) (MIKULIC PETKOVSEK;
STAMPAR; VEBERIC, 2009).

O uso do cloreto de aluminio para a determinag&eatode flavonoides
ndo é, no entanto, umprocedimento isento de liditacO método € preciso,
isto é, ele é reproduzivel, fornecendo desviosameguenos ou nulos entre um
ensaio e outro com a mesma amostra. No entantppdke ser pouco exato, ou
seja, o valor que ele fornece pode ser diferemealmente inferior) em relacdo
a quantidade de flavonoides totais realmente presem amostra analisada. O
valor medido e o valor real sdo mais préximos esitogpianto maior a proporcao
de flavonois na amostra, e mais distantes quanior mgroporcao de flavonas.
Isso se deve ao fato de que o comprimento de oeldgi@nado (425 nm)
corresponde a banda de absorcao do complexo gnaréét A quercetina é um
flavonol, certamente o0 mais comum dos flavonoideoetrado nas plantas. Os
complexos dos outros flavonois com aluminio absarpedximo a 425
nm, mas os complexos derivados de flavonas absoemantomprimentos de
onda inferiores, 0 que causa uma subestimativadessminacdesde misturas
muito ricas em flavonas (WOISKY, 1996)

3.4Determinac¢ao do teor de agucares redutores

Na Tabela 5 observou-se que, para o teor de agicadeitores em

plantas inoculadas, o solvente mais eficiente paextracdo foi o agua/éter,
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tendo seus teores quase cinco vezes maiores gxteatoeproduzido com éter.
Ja em plantas sadias o maior teor foi obtido n@tximetandlico.

Analisando os dados da Tabela 5, foi possivel ubsaue a maioria
dos extratos apresentou maior quantidade de agicadwtores quando as
plantas estavam isentas do patdégeno, com excecdxtdato resultante do
agua/éter, que quando submetidas a inoculacéo,lasgap tiveram como
resultado 217,53 mg glicose/g extrato em comparagplantas sadias que

apresentaram o teor de130,15 mg glicose/g extrato.

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

Solvente extrator Inoculagéo
Plantas inoculadas Plantas sadias
Eter 45,94+ 5,1°® 161,25+ 17,0
Agua/Eter 217,53+ 4,3* 130,15+ 12,1°®
Metanol 186,76+ 6,18 298,73+ 13,6*
Agua 53,86+ 2,7 89,29+ 3,5%

Resultados expressos como média + desvio padr@®). (Weédias com letras diferentes
(mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhaspstatisticamente diferentes (Tukey
p<0,05).

Pelo que pdde ser observado, o patégeno tem idlaéna reducao

no teor de agucares redutores nas folhas. De acmmoCarvalho (1991), a
diminuicdo do teor de agucares redutores, na pcaséa fungo, indica um
possivel consumo desses acuUcares. Boari e colalvesadtambém
confirmaram essa hipétese em 2006, relatando qutesfrde café quando
atacados pelo virus da mancha anular do cafeeiesaptaram menor teor de
acucares redutores (BOARI et al., 2006). Em tomaténoculado com J2de
M. incognita o aumento do periodo de infeccdo nas plantas ogaus
menordesenvolvimento radicular, reducdo progreseaxpansdo da area
foliar, assimcomo reducdo no contetdo de glicoseida e sacarose nas
folhnas e nas raizes(ANWAR, 1995). O trabalho real® por Abrao
eMazzafera (2001)corrobora com os resultados eradod nesses ensaios.
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Em plantas de algodoeiro inoculadas com 500 ovadd.dacégnita,ocorreu
aumento na concentracdo de acUcares nas folhasnpwquelas inoculadas
com 5000 ovos houve decréscimo na sua concentracéo.

A energia produzida por meio da respiracdo ézatl pela planta em
todos os tipos de trabalhos celulares, desde o wWoum mobilizacdo de
compostos, sintese de proteinas, ativacdo de exzitnescimento celular e
divisdo e, principalmente, reacfes de defesa. Quaadlantas sédo infectadas
por patdgenos, a taxa respiratéria geralmente aaamésso significa que os
tecidos afetados usam suas reservas de carboidnaiesrapidamente que o0s
tecidos sadios (AGRIOS, 2005). A energia proveeiedessas reservas é
requerida na rapida producao ou mobilizacdo doanismos de defesa celular,
0 que inclui a sintese de compostos fendlicos. BEssintese pode acontecer
por meio de trés rotas metabdlicas subjacentescaligé designadas como
acetato-mevalonato, acetato-malonato e acetatoistatp (RESENDE et al.,
2014). Sendo assim, com a infec¢cdo ha o aumentax@darespiratria. Essa
resposta induz o consumo de carboidratos cujosbdiétzs sdo utilizados na
producado de compostos fendlicos, levando ao aungenteor dos mesmos.

3.5 Determinacdo da atividade antioxidante pelo métlo da atividade
sequestrante do radical livreDPPHEC50

Analisando a Tabela 6 pode-se observar que os@xfpeeparados com
0 solvente agua/éter e a agua ndo se diferiram tendagle antioxidante,
apresentando resultados mais préximos do padndto, para plantas inoculadas
como para sadias. Além disso, os extratos preparadm agua/éter e agua
também ndo diferiram quanto a inoculagédo. No casexdrato metandlico, o
maior sequestro de DPPH ocorreu em plantas sadigmra o extrato etéreo, as

plantas submetidas a inocula¢do obtiveram maieidatie antioxidante.
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Tabela 6Atividade antioxidante DPPYECs, (ug/mL)

Solvente extrator Inoculagéo
Plantas inoculadas Plantas sadias
Eter 209,22+2,22° 504,41+49,0£8
AguakEter 119,32+5,8¢* 9198+1,32
Metanol 343,35+21,7%®8 298,14+16,3:*4
Agua 85,14+0,47" 64,23+3,3¢*

Resultados expressos como média + desvio padrd). (Wédias com letras diferentes
(mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhaspstatisticamente diferentes (Tukey
p<0,05).

Para avaliar aatividade antioxidante de um vegetadcessario extrair

omaximo de compostos bioativos, e estes apresedif@mentes polaridades
Dessa forma, a solubilidade em umdeterminado stevéaracteristica peculiar
de cada fitoquimico,0 que explica a inexisténcia ue procedimento de
extracdo universal (MELOet al., 2008). Segundo Rdgon, Basile e
Kennelly(2005), a intensidade daatividade antioxidapode ser mensurada
deacordo com a concentragéo eficiente (EC50) ghtiizando os resultados de
atividade antioxidante dediluicBes em série. O EEB0concentracdo deextrato
necessaria para reduzir 50% de radicalDPPH e quaetmr o valor de EC50
maior é aatividade antioxidante. A atividade antlarte pode estar diretamente
correlacionada com a presenca decompostos fendlicoso taninos e
flavonoides, presentesna maioria das espéciesaestsi§FABRI et al., 2011).

No café, o nidmero de moléculas de DP&it sdo reduzidas esta
correlacionado com o teor de fendis, cujo A&cidoroglénico é um dos
constituintes. Produtos da reacao de Maillard,icafd@rigonelina e constituintes
volateis, também contribuem para a redu¢édo do DINEBESNY; BUDRYN,
2003).Estudando o café ardbica, Del Castillo, Ameé&3erdon (2002)
encontraram um aumento do grau de atividade adtok® na reacdo com
ABTS (&cido 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolino-8fénico), a qual aumentou

nos graos verdes até a torra média e caiu acembeatia na torra escura.
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Em geral, os estudos ja realizados com o caféerafee ao grédo de café
verde ou torrado. Pouco é conhecido sobre a cogfmsjuimica e atividades

bioldgicas das folhas de café.

3.6 Determinacdo da atividade antioxidante pelo médo do poder de
reducéo do ferro (FRAP)

Foi possivel observar (Tabela 7) que em plantagiiadas, o extrato que
conseguiu reduzir maior quantidade dé'&m Fé*foi o etéreo (25,27 + 0,6 mM
Fe:SQy/qg) diferindo estatisticamente dos demais solveiegtados. J4 nas plantas
sadias, 0 extrato que obteve maior quantidadedigdie F&em Fé*foi 0 aquoso
(33,87+ 0,4mM F£50Qy/g), mantendo diferenca significativa das demaiestras.
Com relagdo a inoculacgéo, plantas sadias e dogméesio extraidas com metanol
ndo apresentaram diferenca.Plantas inoculadaseapaessm maior reducdo do
ferro no extrato etéreo quando comparado com @aatdias. Em se tratando dos
extratos produzidos com a agua e agua/éter, feiredda diferenca significativa
na reducdo de maior quantidade de ferro nas plaftasinoculadas quando

comparadas as plantas sobre a presenca do indculo.

Tabela 7 Atividade antioxidante pelo método do Poder deuB@o de Ferro

(FRAP)
Solvente extrator Inoculagéo
Plantas inoculadas  Plantas sadias
Eter 25,27+ 0,60* 10,06+ 0,37
AguaEter 17,27+ 0,408 19,50+ 0,51
Metanol 15,28+ 0,244 14,85+ 0,6(°**
Agua 15,09+ 0,78 33,87+ 0,4¢*

Resultados expressos como média + desvio padrd®). (hWédias com letras diferentes
(mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhaspstatisticamente diferentes (Tukey
p<0,05).
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A variacdo na atividade dos extratos provavelmenterreu pelo
mecanismo especifico do FRAP na avaliagdo da atieidntioxidante, uma vez
gue esse método é limitado a medicdo de composgies pgomovam a
transferéncia de elétrons (PRIOR; XIANLI; SCHAIC2Q05).

Nos fendis, a estrutura quimica é formada pelo &eekzénico com
grupos hidroxilas associados diretamente a estrfigtica. O grupo dos fendis
é dividido em flavonoides (polifenéis) e néoflavates (fendis simples ou
acidos) (JACKSON, 1994). Os compostos fendlicos wras propriedades
biolégicas relacionadas com a atividade antioxielamie cada fenol exerce
sobre determinado meio. A atividade dos antioxiggrpor sua vez, depende da
sua estrutura quimica, podendo ser determinadaggdla da molécula como
agente redutor (velocidade de inativagéo do ratlical, reatividade com outros
antioxidantes e potencial de quelacdo de metaisMEDE; PASTORE, 2004).

Pulido, Bravo e Saura-Calixto (2000) observaram gudtilizacdo de
diferentes solventes influencia o poder redutor atmostra analisada. A
eficiéncia antioxidante determinada pelo método FR¥epende do potencial
redox dos compostos analisados, caracterizado quetgplexidade das suas
moléculas. Isso pode explicar a variacdo da atidantioxidante dos extratos
avaliados, por se tratar de diferentes solventes.

Ndo foram encontrados estudos com a determinaciatidimlade
antioxidante pelo método FRAP em folhas de cafearague demonstra a
importancia de mais estudos na area.

Apés analisar os resultados do teor de fendlictastoflavonoides e
acucares redutores, bem como a atividade antideidadpressa nos métodos de
sequestro de radical livre DPPH e poder redutdede (FRAP) foi realizada a
andlise da correlagdo de Pearson para essas variave

Foi possivel observar, de acordo com a Tabela 8,pgua o teor de

fendlicos e a atividade antioxidante apresentadizs pextratos de folhas de café
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IAPAR-59 houve uma correlacdo de moderada a fBdeém, para o DPPH, essa
correlacdo foi negativa e para o FRAP, positivaraR teor de flavonoides no

método do DPPH houve uma correlacédo negativa da fanoderada, ja para o

FRAP a correlacéo foi positiva, de moderada a.fdttes aclcares redutores, para
ambos os métodos de analise de atividade antidzidanorrelacdo foi de fraca a

moderada, sendo 0,41 para o DPPH e -0,48 para 8FRA

Tabela 8 Coeficiente de correlagdo entre o teor de compofgaslicos,
flavonoides e aclcares redutores e os métodos de AA

Variaveis Correlagéo

Fendlicos X DPPI -0,79 moderadamente a fc
Fendlicos X FRA| 0,65 moderadamente a fc
Flavonddes X DPP} -0,28 fraca a modera
Flavonddes X FRAF 0,55 moderadamente a fc
Acucares redutores X DPI 0,41 fraca a modera
AcuUcaresredutores X FRA -0,48 fraca a modera

Esses resultados evidenciam que os teores dedes@liflavonoides, no
caso das folhas de cafeeiro da cultivar IAPAR-58t4@ diretamente
relacionados a atividade antioxidante demonstragla método do FRAP.
Apesar do método de DPPH ser facil, rapido e setrarogantajoso, pois 0
resultado ndo é afetado pela polaridade do subst@ABRAL et al., 2009;
KOLEVA et al., 2002), essa andlise de correlagdnaestrou a importancia de
se utilizar mais de um método para determinar datle antioxidanten

vitrode extratos de produtos naturais

3.7Avaliacéo da atividade fungitéxica dos extratoatilizando bioautografia

Ao realizar a cromatografia em camada delgadatmaa(iCCDA) dos
extratos das plantas de cafeeiro IAPAR-59 na cdregio de 5mg/mL, foi
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possivel observar halos de inibicdo do fungo relelasomente no extrato
etéreo. As manchas com atividade inibitéria dosagsetéreos néo inoculado e
inoculado apresentaram caracteristicas diferemwygef & CCDA (Figura 5),
como o Rf, formato da mancha e cor desenvolvidarperaluz ultravioleta.
Devido a auséncia de atividade fungitdxica nos osutextratos,
pressupfe-se que 0 extrato etéreo tenha extradds tws compostos bioativos

presentes nas folhas de cafeeiro IAPAR-59, conmeirseculacao.

1: EEINI 2:EEIILl: EEINI2:EE

Figura5 Atividade fungitoxica dos extratos utilizando crtografia em
camada delgada.
1: extrato etéreo IAPAR nao inoculada (EEINI), 2trato etéreo

IAPAR inoculada (EEII). A: antes e B: depois daeasgo do fungo
Cladosporiursp.

Em pesquisas com extratos derivados de folhasywahsseque houve
inibicdo do crescimento de oxysporunem 61,15 e 6,75%, utilizando extratos

de rizoma de acafrdo Cfocussativus e folha decoracdo de negro
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(PoecilantheparviflorBenth) em concentracdo de 1%,respectivamente.
Verificou-se ainda queo extrato de coracao de negtimulouo crescimentde

F. solani (AMARAL;BARA, 2005). Também foram verificadaspragdades
fungitoxicas em extratos debulbilhos de alho, felide horteld, folhasde
mamona e frutos de pimenta, os quaisinibiram ordedeémento de micélio de
C. gloeosporioidesa partir da concentracdo de200 ppm (0,02%) (RREBEI
BEDENDO,1999).RozwalkareZaksevskas (2008) constatar efeito inibitdrio
do extrato de camomilaM, camomilld quando utilizado no controle de
antracnose em frutos da goiaba, causada pelo fdnglmeosporioides

No trabalho de Pereira et al.(2008), foi obsenemacasa de vegetacao,
reducdo da area abaixo da curva de progressodo rodde lesGes da
cercosporiose em plantas submetidas & aplicac@xtdato da casca de café.
Segundo Pandey et al. (2000), a casca de cafépgsmuile quantidade de
carboidratos, proteinas,taninos e varios compostofendlicos,
encontradosprincipalmente na polpa. SegundoSarittelle (1999), os taninos
desempenham importante papel na inativacdo de aszien impedem o
crescimento de alguns microrganismos.

Compostos fendlicos sdo bem conhecidos como suliEssan
fungitoxicas, antibacterianas e antiviroticas (MICHOLSON, 2008). O efeito
inibitério de compostos fendlicos na germinacdo edporos, crescimento
micelial e producéo/atividade de enzimas microldarmaiam entre os diferentes
grupos de fendis. Dessa forma, os compostos fesdpodem estar envolvidos
nos mecanismos bioquimicos e estruturais de rasiatéem plantas
(NICHOLSON, 1995; NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992).

3.8Fracionamento dos extratos etéreos das folhas dafeeiro IAPAR-59

Apés a analise da atividade fungitéxica, os extra&déreos (ndo

inoculado e inoculado) foram fracionados por cramgetfia em camada delgada
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preparativa (CCDP) e submetidos novamente & arddisgividade fungitoxica.

As manchas que apresentaram atividade na bioafitogiram raspadas,

reunidas de acordo com o Rf, denominadas de “fed¢Beanalisadas por
cromatografia liquida para determinarseus constégi quimicos. Foi possivel
obter quatro fracdes bioativas provenientes doatxtetéreo ndo inoculado e
trés fragbes bioativas do inoculado.

Apesar das técnicas colorimétricas serem impodafggramentas de
deteccdoinvitro da presenca de determinados compostos, € important
caracterizad-los de forma individual em uma amostig@sse contexto, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia High
PerformanceLiquidChromatographyHPLC) é a técnica comumente utilizada.
Autilizacdo da HPLC é uma ferramenta que auxilian@gs variados estudos,
pois separa compostos presentes em uma matriyyagiem ser comparados a
padrdes para identificacdo (ANDRADE et al., 200IACO; SAVOLAINEN,
1997; HAKKINEN et al., 1999; KALLITHRAKA et al., 201; PEREZ-
MAGARINO et al., 1999; SCHIEBER; KELLER; CARLE, 209

Na Figura 6 estdo representadas as fracdes dotoexdtareo néo
inoculado, no qual o sistema cromatogréfico polisibia separacao e deteccao
dos compostos acido galico, acido clorogénico elcaaafeico na fracao
denominada como (F1). Ja na fracdo dois (F2) e (&3, além desses
compostos, foram detectados a vanilina e o acidonpérico. Na fracdo quatro
(F4) foram identificados os mesmos compostos eradot nas fracées dois e
trés, com excecaopara o acido p-cumarico.



Area (%)

Area (%)

7000

6000 |

5000 |

4000~

3000

2000 4

1000

Plantas ndo inoculadas
Extrato etéreo - F1

14000 4

12000 4

10000 4

8000

6000 4

4000 4

2000 -

4

Tempo de Retengao (min.)

Plantas nao inoculadas
Extrato etéreo - F3

5
3 6

1 H 1 T =, P
/]/\_L A At

Area (%)

Area (%)

10000

8000 -

6000

4000

2000

94

Plantas nao inoculadas
Extrato etéreo - F2

9000~

8000

7000

6000

5000

4000

3000+

20004

1000+

Tempo de Retengao (min)

Plantas ndo inoculadas
Extrato etéreo - F4

Tempo de Retengao (min)

Tempo de Retencao (min)

Figura 6 Cromatogramas obtidos por CLAE das fracGes (F1,He F4)
provenientes do extrato etéreo das folhas de cafalPAR-59 néo

inoculadas.

1 - Acido Galico; 3 - Acido Clorogénico; 4 - Acidafeico;

5 - Vanilina; 6 - Acido p-cumérico.



95

Tabela 9 Teores dos compostos obtidos por CLAE das fra@esF2, F3 e
F4) provenientes do extrato etéreo das folhas fieica IAPAR-59
ndo inoculadas, em pg/100 pg.

Fracoe:
Compostos F1 F2 F3 F4
1- Acido Galicc 29,1( 42,7F 29,5¢ 14,9¢
3-Acido Clorogénic 48,74 561,2¢ 13,5¢ 8,3(
4 - Acido Cafeict 7905¢ 105,6: 19,4( 34,3:
5-Vanilina Nd 111.4° 42,61 10,3¢
6 - Acido p-cumarice Nd 98,3¢ 34,6: Nd

Nd: composto ndo detectado

Os cromatogramas demonstrados na Figura 7 saosmondentes ao
extrato etéreo das folhas de cafeeiro da cultib&?AR-59 inoculadas conf.
syringa@v. garcae Na fracdo um (F1) foram detectados o acido gabcido
cafeico e vanilina. Na fracdo dois (F2), foram tifisados o acido galico, acido
clorogénico, acido cafeico, vanilina e trans-cirdimtambém presentes na fracao

trés (F3), com excec¢édo do acido galico e com pgasdmacido p-cumarico.

10000 Plantas inoculadas

Extrato etéreo - F1
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Area (%)
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Figura7 Cromatogramas obtidos por CLAE das fracbes (F1, eFE3)
provenientes do extrato etéreo das folhas de cafddPAR-59
inoculadas.
1 - Acido Galico; 3 - Acido Clorogénico; 4 - Acidafeico;

5- Vanilina; 6 - Acido p-cumarico; 12 - Acido tisuginamico.
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Tabela 10Teores dos compostos obtidos por CLAE das fraf@gsF2, F3 e
F4) provenientes do extrato etéreo das folhas fdica IAPAR-59
inoculadas, em pg/100 ug

Fracdes

Compostos F1 F2 F3
1- Acido Galicc 30,1¢ 41,2: Nd
3-Acido Clorogénic Nd 17,6( 63,0¢
4 - Acido Cafeic 6792( 67,17 Nd
5-Vanilina 10,81 59,7¢ 40,1¢
6 - Acido p-cumarice Nd Nd 71,1¢
12 - Acido tran-cinamicc Nd X 0,77

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

Para o extrato etéreo de plantas ndo inoculadasacm®os galico,
clorogénico e cafeico foram detectados e quantiisaem todas as fracdes
analisadas. Para o extrato de plantas inoculadaanitina foi detectada em
todas as fracbes e o acido p-cumarico, somenteagad trés. Foi possivel
observar a presenca do acido trans-cinamico someateextrato etéreo
inoculado (F2 e F3). A inducdo para sintesededsaldixina, classificada
como um fenilpropanoidepode ter ocorrido em respastataque do patdgeno.

O acido trans-cindmico é sintetizado pela convedddenilalanina,
proveniente da rota do acido chiquimico, pela eazfenilalanina aménia
liase. Essa enzima do metabolismo secundario € ia mgensivamente
estudada em plantas, devido a importancia nas esag® metabolismo dos
compostos fendlicos, além de ser componente iraidet mecanismo de
defesa das plantas.

O acido trans-cindmico representa um primeiro faopanoide-
chave nas vias de sintese de lignina e acido Bedici(SARMA,;
SREELAKSHMI; SHARMA, 1998).E precursor de numerosmsnpostos,
podendo ser incorporado em diferentes compostoslitems (acido 4-

cumarico, acido cafeico, acido ferulico) presemasformacéo de ésteres,
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cumarinas, flavonoides e ligninas (CAVALCANTI; BRUBALI;
STANGARLIN, 2005).Entre as fungdes que essas fiwialas podem
desempenhar destacam-se 0 suporte mecéanico da jplaotorcionado pela
lignina (DIXON; PAIVA, 1995), as substancias queiaah como protetores
contra estresses abi6ticos como os antioxidantesmpostos que absorvem
radiagdo UV, ou protecdo contra estresses biotwmosc a agdo de
fitopatdgenos (DIXON;PAIVA, 1995).

O acido benzoico é um composto fendlico simpleseeyrsor da rota
do acido salicilico, considerado uma fitoalexinaodquzida em macgas,
resultante da infeccdo poNectria galligena e outros patégenos
(BLANCARD; LOTE; MAISONNEUVE, 2006). Assim como oc#éo
benzoico, o acido trans-cindmico, apesar de secamposto intermediario
em rotas metabdlicas, também pode ser considerado filoalexina, por
possuir atividade antimicrobiana e antifingica (ERKCIOGLU;
FEYERTAG; MARKTL, 1998).

As fitoalexinas sdo compostos do metabolismo sedind sendoa
taxa de producao/acimulo dependente dos gendtiposodpedeiro e/ou
patégeno(LO et al., 1996). Sdo considerados compobiocidas, sendo
prejudiciais parabactérias, fungos, nematoidesjtpfae animais. Mais de
300 tipos de fitoalexinas ja foram caracterizadase=diferentes classes de
compostos quimicos como cumarinas, diterpenos weoffleides, entre
outras, tendo sido identificadas em mais de 20 lfamide vegetais
superiores. A inducdo para producdo de fitoalexipase ocorrer em
resposta ao ataque do patégeno e pelo tratamento alixitores (ou
eliciadores) abiodticos e bidticos, como aquelesidoist de plantas e de
fungos miceliais (STANGARLIN; KUHN; SCHWAN-ESTRADA2008).

Por meio do fracionamento cromatografico foi peskiobter

fragbes semipurificadas, com mais de um compostosea constituicdo
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quimica. Com as técnicas utilizadas especificamené® foi possivel o
isolamento das possiveisfitoalexinas sintetizadasresposta a interacéo
cafeeiro xP. syringaepv. garcae.Pelos resultados obtidos por CLAE, a
diferenca na composicdo quimica encontrada entriolaas inoculada e
nao inoculada é a presenca do acido trans-cinama® folhas submetidas
a inoculacdo. Sugere-se para trabalhos futurosogpeocesso de extracéo
inicial seja em maior escala para que se posszezalim maior nimero de

ensaios visando a purificacdo das fracdes bioativas
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4 CONCLUSAO

Concluiu-se, portanto, que as folhas de cafearouttivar IAPAR-59
sadias apresentaram maior teor de compostos feadticacicares redutores.
Para a atividade antioxidante, no método do DPRidG@o agua apresentou a
maior atividade, independente da inoculacdo. Pétwde do FRAP, a fracdo
agua das plantas sadias apresentou maior ativitladiste fungitéxico, ambas
apresentaram compostos capazes de inibir o crasttimeao fungo
Cladosporiunsp. Foi possivel identificar e quantificar na cosip@o quimica
das plantas sem inoculacdo os acidos galico, cafeiclorogénico, além da
vanilina. A cultivar IAPAR-59inoculada apresento@ior concentracdo desses
compostos e foi detectada ainda a presenca de nifpréganoide, o acido
trans-cinamico. A sintese desses compostos podecterido em resposta ao

ataque do patdgeno.
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