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RESUMO

Com a finalidade de descobrir novas substancias com acdo bioherbicida, propde-se, no
presente trabalho, estudar a viabilidade do uso de folhas e epicarpos de café (C. arabica L.)
como fonte de aleloquimicos, avaliando a acdo fitotoxica e citogenotoxica de extratos
aquosos das cultivares Acaid, Bourbon Amarelo, Catuai Amarelo e Topazio em bioensaio
com Lactuca sativa. Os extratos foram preparados nas concentracdes de 5, 10, 20 e 40
mg.mL?, e caracterizados quanto ao pH e osmolaridade. Como controle utilizou-se a agua
destilada (0%). Os testes fitotoxicos foram realizados em DBC. Os de citotoxicidade foi em
DIC, com 8 tratamentos e 3 repeti¢cbes. Foi realizada a analise da atividade enzimatica e
da peroxidacdo lipidica. Os resultados foram submetidos a ANOVA e a comparacdo das
médias foi feita pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). Os parametros avaliados foram: a
porcentagem de germinacdo inicial e final, o indice de velocidade de germinacéo, o indice
de efeito alelopéatico, o comprimento de parte aérea, 0 alongamento de raiz, indice mitético
e frequéncia de anormalidades cromossdmicas. Constatou-se que os extratos de folhas e
epicarpos de diferentes cultivares de C. arabica nas concentracdes mais altas reduziram os
parametros avaliados. Foram observadas anormalidades como microndcleos, pontes em
anafase e telofase, c-metafases, stickiness, cromossomos perdidos, cromossomo atrasado
em anafase e teléfase. O aumento gradativo da concentracdo de extrato de diferentes
cultivares de folhas e epicarpos de C. arabica afeta 0 desempenho germinativo de sementes

de L. sativa, além de causar alteracdes na atividade enzimatica e divisao celular.

Palavras-chave: Alelopatia. Germinag&o. Indice Mitdtico. Café.



ABSTRACT

In order to discover new bioherbicidal substances, it is proposed, in the present work, to
study the viability of the use of coffee leaves and pericarp (C. arabica L.) as a source of
allelochemicals, evaluating the phytotoxic and cytogenotoxic action of extracts Acaia,
Yellow Bourbon, Catuai Amarelo and Topazio in bioassay with Lactuca sativa L. The
extracts were prepared at concentrations of 5, 10, 20 e 40 mg.mL%, and were characterized
for pH and osmolarity. As control the distilled water (0%) was used. The phytotoxic tests
were performed in blocks completely randomized. Those of cytotoxicity were in a
completely randomized design, with 8 treatments and 3 replicates. The enzymatic activity
and the lipid peroxidation were analy zed. The results were submitted to ANOVA and the
means comparison was done by the Scott Knott test (p < 0.05). The parameters evaluated
were: initial and final germination percentage, germination rate index, allelopathic effect
index, shoot length, root length, mitotic index and frequency of chromosomal
abnormalities. Leaf extracts and pericarp of different cultivars of C. arabica at higher
concentrations were found to reduce the parameters evaluated. The mitotic index was
reduced in comparison to the control and the frequency of abnormalities was smaller.
Abnormalities such as micronuclei, anaphase and telophase bridges, c-metaphases,
stickiness, lost chromosomes, delayed anaphase chromosome and telophase were
observed. The gradual increase of the extract concentration of different leaf and pericarp
cultivars of C. arabica affects the germination performance of L. sativa seeds, besides

causing changes in the enzymatic activity and cell division.

Keywords: Allelopathy. Germination. Mitotic Index. Coffee.
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PARTE I

1 INTRODUCAO

As substancias que as plantas liberam no ambiente podem interferir favoravelmente ou
ndo, no crescimento e desenvolvimento de outras ao seu redor (RICE,1984). A grande
maioria dessas substancias sdo oriundas do metabolismo secundario de plantas. Esses
metabdlitos variam em qualidade e quantidade de uma espécie para outra (FERREIRA,;
AQUILA, 2000). Essas substancias conhecidas também como aleloquimicos, se absorvidas
pelas plantas ao redor, podem sofrer modificagbes em sua fisiologia como alteracdo nos
processos de divisdo, alongamento celular e modificando a ultraestrutura celular, além de
influenciar os mecanismos hormonais de indugdo de crescimento, permeabilidade das
membranas celulares, abertura estomatica, fotossintese, respiracdo, sintese proteica,
metabolismo de lipidios e dos &cidos graxos (FORMIGHEIRI, et al., 2018).

A infestacdo de espécies invasivas tem sido reconhecida como uma das maiores
ameacas para especies nativas e biodiversidade em todo o mundo (SAMPAIO; SCHMIDT,
2014). Porém, para atender as necessidades alimentares, a introducdo de herbicidas foi
indispensavel, visto que se fazia necessario reduzir as espécies invasoras e
consequentemente aumentar os rendimentos da producdo. No entanto, o uso continuo de
herbicidas proporcionou o aumento da poluicdo ambiental, aumentando a resisténcia das
plantas daninhas (COSTA; MARTINS, 2015; SILVA, et al., 2017).

A espécie Coffea arabica L, representa 75% da producdo mundial de café, sendo o
Brasil responsavel por umter¢o da producdo mundial de café, consolidando-se como o maior
produtor e exportador deste produto, e segundo maior consumidor (EMBRAPA, 2018).
Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a producéo estimada
para o ano de 2018 foi de 61,7 milhdes de sacas beneficiadas. Contudo, essa alta produgéo
gera também uma grande quantidade de residuos. Segundo Fernandes, et al., (2013), para
cada saca de café produzida tem-se entre 50 a 60 kg de casca, que, de acordo Baqueta, et
al. (2017), possui elevado potencial na geracdo de residuos agroindustriais, que ao serem
dispostos inadequadamente, podem afetar o meio ambiente, causando a poluicdo de solos e
aguas.

As substancias quimicas mais comuns causadoras de efeitos alelopaticos pertencem aos
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grupos dos acidos fendlicos, cumarinas, terpendides, flavonodides, alcaldides, glicosideos,
cianogénicos, derivados do acido benzoico, taninos e quinonas complexas (SOUZA, et al.,
2005). A literatura cita que os residuos de café sdo ricos em nutrientes e compostos
organicos como cafeina, taninos e polifendis (FERNANDES, et al., 2013).

A fitotoxicidade de extratos vegetais é atribuida a diversidade de aleloquimicos
presentes em sua composi¢do. Entretanto, existem poucos estudos descrevendo o0s
mecanismos e modos de acdo dos aleloquimicos sobre os eventos celulares ligados as
mudancas genéticas e fisioldgicas, a maioria refere-se apenas aos efeitos alelopéaticos sobre
a germinagéo, crescimento e desenvolvimentos das plantas (IGANCI et al., 2006). Diante
disso, as substancias alelopéticas representam uma opc¢do a ser seguida na busca pelo
controle de planta das daninhas.

A busca por alternativas ao uso de herbicidas na agricultura constitui-se num dos
desafios de um modelo de cultivo mais sustentavel. Com a finalidade de descobrir novas
substancias com acéo bioherbicidas, propde-se, no presente trabalho, estudar a viabilidade
do uso de folhas e epicarpos de café (C. arabica L.) como fonte de aleloquimicos, avaliando
aacdo fitotoxica e citogenotoxica de extratos aquosos das cultivares Acaid, Bourbon

Amarelo, Catuai Amarelo e Topazio em bioensaio com alface (Lactuca sativa L).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A seguir, acompanha revisao de literatura atualizada acerca dos temas abordados nesta
dissertacdo, com intuito de gerar embasamento tedrico para a anélise e discussdo dos

resultados obtidos.

2.1 Cafe: Origem histdrica, producéao e globalizacao

O café tem sua origem na Etiopia, regido de Kafa, onde hoje se localiza a cidade de
Bonga. Conta-se que um pastor chamado Kaldi ao experimentar o fruto, confirmou seu
efeito estimulante. Por volta dos anos 1000, os grdos comecaram a ser fervidos em agua,
com finalidades medicinais e bebida estimulante. Porém, o processo de torrefagdo teve inicio
apenas no século XIV, e a partir dai a bebida adquiriu forma e gosto da maneira que a
conhecemos hoje (MARTINS, 2012).

Trazidas da Guiana Francesa, as primeiras mudas chegaram ao Brasil em 1727, na
cidade de Belém do Parad por intermédio do Sargento Francisco de Mello Palheta. Sob
condic¢bes climaticas favoraveis, o cultivo de café se espalhou rapidamente, e em curto
espaco de tempo o café passou a ser o produto base da economia (ABIC, 2019). A producao
cafeeira no Brasil serviu para alavancar a economia do pais, auxiliar na mecanizacao do
territério e gerar divisas necessarias a industrializacdo e a construcdo de grandes sistemas
de engenharia (SANTOS, 2017).

No comércio internacional, o café s6 é superado em valor pelo petroleo como fonte de
divisas para os paises em desenvolvimento. Em paises menos desenvolvidos, as
exportacBes de café respondem por uma proporcéo significativa das receitas (ALMEIDA,;
BRAGA, 2011). Para o0 ano de 2018 a producdo de café arabica foi estimada em 104,01
milhdes de sacas e a de café robusta em 63,5 milhdes de sacas, nimeros que apontam um
volume total equivalente a 167,47 milhdes de sacas (ABIC,2019).

O Brasil é o maior produtor de café, responsavel por 30% do mercado internacional do
produto. O parque cafeeiro se concentra no centro-sul do pais, com destaque para quatro
estados produtores: Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Parana (ALMEIDA, et al.,
2018). De acordo com o Relatério da Embrapa Café (2018), o pais se mantém como
segundo maior consumidor mundial do produto, ficando atras dos Estados Unidos.

Segundo os dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), para o ano de
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2018 a producéo foi de 61,7 milhdes de sacas beneficiadas. Para o ano de 2019, devido a
influéncia da bienalidade negativa, estima-se uma producao entre 50,48 milhdes e 54,48
milhdes de sacas beneficiadas (CONAB, 2018).

2.2 Caracterizacéo botanico-agronémica do café

O cafeeiro pertence a classe das Eudicotiledéneas, a familia Rubiaceae e ao género
Coffea. Existem descritas aproximadamente 100 espécies deste género, entretanto, dentre
as diversas espécies existentes, as que apresentam melhor valor de mercado séo o Coffea
canephora P. e Coffea arabica L. (CASTRO, 2014).

Originario do Congo e da Guine, o C. canephora ¢é conhecida como café robusta ou
conilon. Corresponde por 1/4 da producdo mundial, concentrando-se na Africa, Asia e
América do Sul. No Brasil, sua producdo concentra-se principalmente no Espirito Santo e
em partes da Bahia e de Rond6nia (CONAB, 2018).

Ja a espécie C. arabica, é originaria da Etiopia. E uma planta perene, com ciclo bianual,
de clima tropical de altitude, adaptada a temperaturas amenas e clima Umido
(ALCANTARA, 2012). E uma espécie autbgama, com cerca de 90% das suas flores
fertilizadaspela juncédo de pélen e 6vulo oriundos da mesma planta. O fruto € do tipo drupa
elipsoide, formado por exocarpo ou epicarpo (casca), mesocarpo (mucilagem), endocarpo
(pergaminho). Possui dois lécus contendo dois endospermas (sementes), que Sao
envolvidas pelo perisperma (pelicula prateada), sendo esta, observada apenas apds o
beneficiamento do grédo cru. A polpa representa de 39 a 49% da massa do fruto fresco. A
casca representa 12% do fruto seco. A mucilagem representa de 22 a 31% do fruto seco. O
pergaminho representa 3,8% do fruto fresco e 16 a 32% do fruto seco (DURAN, et al.,
2017) (Figural).
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Figura 1- (A) Desenho do fruto do café e suas partes. (B) Frutos de cafés em diferentes estagios de
maturacdo, (C) corte transversal do fruto com a casca removida, (D) grdo com mucilagem,
(E, F) gréos apds secagem com o pergaminho e (G) grao cru com a pelicula prateada.
Fonte: Duran, et al., 2017.

2.3 Fenologia do cafeeiro

Segundo Fancelli e Dourado Neto (2000), fenologia pode ser definida como o estudo da
vida da planta em funcdo das condi¢des ambientais. As relacdes e o grau de influéncia dos
fatores envolvidos podem ser determinados com a ordenacdo das fases fenoldgicas da
cultura (PEZZOPANE, et al., 2007). Desta forma, (CAMARGO; CAMARGO, 2001),
apresentaram um modelo simples para definir e esquematizar a sequéncia das fases

fenoldgicas do cafeeiro arabica, nas condicdes tropicais do Brasil (Figura 2).

< 1° Ano fenoldgico > 2 Ano fenolégico ———p

1* Fase 2" Fase 3" Fase 4" Fase 5" Fase 6" Fase

Vegetagho ¢ formaglo das Induglo ¢ maturagio Florada (apis Granagho Maturagdo Repouso ¢

gemas foliares das gemas florais aumento do dos frutos dos frutos | senescéneia

. : potencial hidrico dos ramos

Dias longos Dias curtos das gemas) tercidrios ¢
- 7 mests —————p | — ETP 2350 mm —p| ETP & 70 mm————— quaternirios

Chumbinho e
expansia dos frutos
Folhas
pequenas
Set. l Out. | Now. D:vz.l Jan. | Few. | Mar. .M:r.‘ Mai.| Jun. | Jul.| Ago.| Set. UuLl Naulmz. Jam. le- l Mar. M:r.fHai.| Jun| Jul. | Ago.
FF 1 1 1 [ | b [ P |
af——————————— Perlodo Vegetative ———————Jp | Repouso | sp————————— Perfodo reprod utivo ———ope| Autopada
Nove perfodo vegetative

Figura 2: Esquematizagao das fases fenoldgicas de C. arabica, num periodo de 24 meses, nas condi¢des
climéticas tropicais do Brasil.
Fonte: CAMARGO; CAMARGO, 2001.
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No primeiro ano do ciclo, nos meses de dias longos, formam-se 0s ramos vegetativos
com gemas axilares nos nés. No més de janeiro, com os dias mais longos, as gemas
vegetativas axilares sdo induzidas por fotoperiodismo em gemas reprodutivas. Apds o
equindcio de marco, com os dias curtos com menos de 13 horas de luz efetiva, a inducao
das gemas foliares ja existentes para gemas florais intensifica-se, iniciando seu
desenvolvimento. A medida que vdo amadurecendo, as gemas florais entram em
dorméncia, assim como as que ja estdo maduras ficando prontas para a antese. Com o
aumento do potencial hidrico, provocado por chuva ou irrigacdo, desencadeia-se a florada
(CAMARGO; CAMARGO, 2001; PEZZOPANE, et al., 2007) (Figura 2).

O segundo ano fenoldgico tem inicio com a florada e formacdo dos chumbinhos,
seguindo da granacdo dos frutos e a fase de maturacao. Finalmente acontece a senescéncia,
morte dos ramos plagiotropicos terminais. Na primavera do ano seguinte 0S novos ramos
brotam transformando-se em ramos reprodutivos, possibilitando nova producéo, defasada
no ano seguinte (CAMARGO; CAMARGO, 2001) (Figura 2).

O café possui crescimento continuo, com dimorfismo de ramos, onde o0 ramo ortotropico
cresce verticalmente e d& origem aos ramos plagiotropicos, que se desenvolvem lateralmente.
Apresenta ainda uma variacdo sazonal no crescimento vegetativo e reprodutivo e que nédo é
modificado pelo padrdo de periodicidade, porém, o ritmo de crescimento das diferentes partes
da planta muda em funcdo de fatores genéticos, nutricionais, hormonais e ambientais
(SALGADO, 2004).

A espécie C. arabica L. leva aproximadamente 2 anos para completar seu ciclo
fenoldgico, com uma sucessao de fases vegetativas e reprodutivas, diferindo-se da maioria
das plantas que emitem suas flores na primavera e frutificam no mesmo ano. Nessa
sucessdo de fases vegetativas e reprodutivas, o cafeeiro passa por estadios fenologicos que
determinam fases importantes na formacdo da produgdo das plantas e sendo bem
caracterizados, podem auxiliar em pesquisas relativas a estimativas de safra, previsao de
época de maturacdo, controle fitossanitario e programa de melhoramento do cafeeiro
(PEZZOPANE, 2007).

As fases reprodutiva e vegetativa ocorrem simultaneamente e com isso ha competicéo
por fotoassimilados, sendo essa a principal causa da bienalidade do cafeeiro, uma vez que a
planta ira atender as demandas do crescimento vegetativo e reprodutivo mediante a divisédo

dos fotoassimilados e pela redistribuicdo dos nutrientes. Tem-se, ainda, as variacdes
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sazonais no crescimento vegetativo que sdo intensamente influenciadas pela presenca de
flores e frutos, ou seja, hd competicdo dentro da planta pelos metabolicos disponiveis de
acordo com os drenos (SALGADO, 2004).

A bienalidade é uma caracteristica da espécie C. arabica L., afetando diretamente a
producdo, ou seja, um ano de baixa carga (baixa producéo) implicara em um ano de carga
alta (alta producdo). A divisdo de carboidratos na planta é feita no sentido fonte — dreno,
sendo que as flores e os frutos sdao drenos “fortes” em ano de grande producdo. O amido
produzido na fotossintese corrente e os de reserva sao direcionados preferencialmente para
o desenvolvimento dos mesmos. Em anos de baixa producdo, aparentemente, a competicao

€ maior entre as partes vegetativas da planta (SALGADO et al., 2004).

2.4 Principais cultivares no Brasil

Atualmente existe um variado nimero de cultivares de café arabica usados no mundo.
No Brasil ha registro de aproximadamente 128 registrados comercialmente que derivam de
base genética estreita, implicando na similaridade genética entre os principais cultivares,
sendo que, apenas quatro gendtipos distintos sdo reconhecidos: Tipica, Bourbon, Arabusta
e Hibrido de Timor (RIBEIRO, 2017).

A histéria de propagacdo de C. arabica combinado a sua autogamia tem levado a
diversidade genética estreita entre as cultivares, o que comprometeu 0s programas de
melhoramento genético, dificultando o desenvolvimento de ferramentas moleculares.
Recentemente foram reportados alguns mapas genéticos, entretanto, ndo ha nenhum
disponivel publicamente (SANT’ANA, et al., 2018). Porém, mesmo com base genética
bastante estreita, as cultivares comercializadas apresentam grande variabilidade botanica
oriunda de uma série de mutacdes e de cruzamentos naturais e artificiais (AGUIAR, et al.,
2004). Dentre os cultivares de arabica, destacam-se Mundo Novo, Catuai e Bourbon. Os
cultivares Catuai e Mundo Novo compreendem a maior parte do parque cafeeiro da espécie
Coffea arabica L. no Brasil (CARDOSO, et al., 2016).

A cultivar Acaia originou-se da selecdo de plantas individuais de Mundo Novo, sendo,
portanto, um Mundo Novo por origem. E possivel que as sementes maiores de 'Acaid’
tenham provindo da cultivar Sumatra, que participou da origem de 'Mundo Novo'. Na

progénie P 474 de ‘Mundo Novo’ foram obtidas plantas com sementes maiores, verificou-
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se também que suas progénies S2 apresentavam sementes maiores do que as de 'Mundo
Novo'. Os descendentes de prefixo IAC 474 deram origem as cultivares do grupo Acaid, as
quais comecaram a ser distribuidas aos cafeicultores a partir de 1977. Apresenta boa
producéo e os dois florescimentos principais ocorrem entre 0s meses de setembro a outubro
(AGUIAR, 2004).

O Catuai Amarelo é oriundo do cruzamento de Caturra Amarelo (porte baixo), prefixo
IAC 476-11, com Mundo Novo (alto vigor) IAC 374-19. O hibrido resultante recebeu o
prefixo IAC H2077. Foram obtidos 3 cafeeiros homozigotos para porte baixo, frutos
amarelos e alto vigor. Essa nova combinacéo foi denominada de Catuai Amarelo. Em 1972,
esta cultivar foi liberada, pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), para fins
comerciais (AGUIAR, et al., 2004).

O Bourbon Amarelo pode ter se originado da mutacdo de Bourbon Vermelho ou ser
produto de recombinacdo do cruzamento natural entre Bourbon Vermelho e Amarelo de
Botucatu. O 1AC, efetuou em 1945, a selecdo de numerosas plantas cujas progénies foram
estudadas em varios locais, originando o material genético da cultivar Bourbon Amarelo,
indicada para o plantio. Os florescimentos principais ocorrem de setembro a outubro
(AGUIAR, et al., 2004). A cultivar Bourbon apresenta naturalmente elevada dogura, sabor
achocolatado, intenso aroma e acidez agradavel. Essas caracteristicas fazem com que esta
cultivar seja considerada nacionalmente a que possui maior potencial para a produgéo de
cafés especiais (LIMA, et al., 2016).

A cultivar Topazio é oriunda do cruzamento de Catuai Amarelo e Mundo Novo,
realizado por técnicos do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), na década de 1960.
Posteriormente, com a introducdo desse material em Minas Gerais, pelo Sistema Estadual
de Pesquisa Agropecuaria (EPAMIG-UFLA-UFV), a selecdo foi intensificada,
culminando com a liberagdo da cultivar Topazio MG-1190 para plantio comercial. A
cultivar possui porte baixo, excelente produtividade e elevado vigor vegetativo (AGUIAR,
et al., 2004).

2.5 Processamento do café e geracdo de residuos
O método de colheita brasileiro, propicia a mistura de graos verdes, cereja e secos, folhas

e ramos, sendo necessario lavagem e posterior secagem. A colheita dos frutos pode ser

realizada por derriga manual ou mecanizada, e os frutos colhidos necessitam passar por um
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processo de limpeza, sendo separados de impurezas. Todo esse conjunto de operagdes €
denominado de processamento dos grdos e influencia diretamente na qualidade da bebida
(NEVES, 2016). Em seguida, independentemente do método de processamento adotado
(via seca ou via Umida), os frutos devem ser submetidos a lavagem. A lavagem permitira
que os frutos cerejas e verdes sejam separados dos frutos sobremaduros, brocados, chochos.
ApOs esta etapa, 0 processamento do café acaba variando entre os produtores, uma vez que
o fruto podera seguir o processamento por via seca ou via imida (BOREM, 2006) (Figura
3).

[z ]

LAVAGEM B BEPARACKRD
(Cere]afvede)
FRUTE
VERDE
FRUTE
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VA V1A
SECA CIsIA
DESMOLPAR
EECAGEM D03 GRAOE RETIRADA DA MOCILAGERL
(Termiro afo secador) (Ml firl oo Masural |
BECAGER
DESCASCAMENTC REMOCAD I
(Retirnda da easca e do pergeeninhao) PERARLAGAMIMNHO
ARMAZENAMENTL

Figura 3- Fluxograma simplificado do processamento pés colheita do café
Fonte: Autor, 2019.
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O processamento em via Umida consiste no uso de dgua para retirada da casca e polpa
do fruto, seguida pela secagem e retirada do pergaminho, dando continuidade as demais
etapas do beneficiamento. J& no processo em via seca, uma técnica mais simples, a secagem
é realizada diretamente nos grdos, ao contrario da via Umida, gerando o café em coco para
0 beneficiamento posterior (NUNES, et al., 2019). Neste tipo de processamento, 0s graos
de café sdo secos diretamente ao sol e/ou em secadores artificiais (NEVES, 2016).
Independente do processamento utilizado, diversos residuos sdo gerados ao longo do
beneficiamento do café (DURAN, et al., 2017). Dias et al. (2012), estimaram que para cada
tonelada de café beneficiado, tem-se 1,25 toneladas de residuos.

O processamento do café pela via Umida possibilita a formacéo de lotes com frutos
maduros que além de aumentar o valor de mercado, diminui a demanda por espaco,
armazenamento e mao de obra, refletindo diretamente nos custos dessas operacdes. Nesta
etapa, o residuo é composto por agua residuaria do café (ARC), polpa e casca, e ap0os a
secagem dos graos, os pergaminhos (BRITO, 2012).

No processamento pela via seca, os frutos apresentam modificagdes na cor em virtude
do lento processo de desidratagdo. Esta via resulta em frutos de café coco ou de terreiro,
onde os grdos serdo mantidos com a casca, conferindo ao fruto mais resisténcia a injdrias.
Entretanto, havera aumento no tempo de secagem, mais gastos com mao de obra e
ocupacao de uma area maior na etapa de armazenamento (DURAN, et al., 2017). Neste
processamento, a principal via de producdo de residuo é a retirada da casca e do
pergaminho. Com base nos processos utilizados para o beneficiamento dos gréos de cafe,
este é o principal método utilizado no Brasil, tendo elevado potencial na geracéo de residuos
agroindustriais, que ao serem dispostos inadequadamente, podem afetar 0 meio ambiente,
causando a poluigédo de solos e aguas (BAQUETA, et al., 2017).

Varias alternativas estdo sendo exploradas visando o gerenciamento adequado dos
residuos da cafeicultura, entretanto, ainda ndo ha nenhuma solucéo. Inimeros estudos vém
sendo desenvolvidos na intencdo de solucionar ou diminuir os impactos gerados. Faria
(2016), avaliou o potencial dos residuos do processamento dos gréos de café, na producéo
de pellets, para a geracdo de energia térmica e classificd-los quanto a possibilidade de
comercializacdo. Ja Menezes (2012), estudou a viabilidade do uso da polpa na produgéo de

biocombustivel.
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2.6 Metabolismo vegetal

Uma das caracteristicas dos seres vivos é a presenca de atividade metabodlica. O
metabolismo nada mais € do que o conjunto de rea¢des quimicas que ocorrem no interior
das células (MARAIS; JAHNKE, 2019). No caso das células vegetais, 0 metabolismo
costuma ser dividido em primario e secundario. Entende-se por metabolismo primario o
conjunto de processos metabolicos que desempenham uma funcgdo essencial no vegetal,
tais como a fotossintese, a respiracdo e o transporte de solutos. Os compostos envolvidos
no metabolismo primario possuem uma distribuicdo universal nas plantas (MONTEIRO;
BRANDELLLI, 2017).

Os metabdlitos secundarios das plantas constituem um grande reservatério de
diversidade quimica natural que é constantemente gerado por meio de adaptacdes genéticas
ao ambiente abidtico e bidtico predominante e sempre flutuante. Como consequéncia,
tornaram-se essenciais para a sobrevivéncia e a aptiddo reprodutiva de uma espécie de
planta dentro de seu ambiente natural (CHEZEM; CLAY, 2016). Cumprem funcdes
diversas e importantes na ecologia quimica, modificando os precursores fornecidos pelo

metabolismo primario (CARRIGTON, et al. 2018).

2.7 Composicdo quimica do café e sua possivel utilizagdo como fonte de aleloquimicos

A composicdo quimica do café depende de aspectos genéticos, aspectos fisiologicos,
composicdo do solo, clima e préticas agricolas (POYRAZ, et al., 2016). O café é composto
por constituintes volateis e ndo volateis, como 4&cidos, aldeidos, cetonas, compostos
fendlicos, cafeina e outros, assim como, enzimas que agem sobre estes proprios
constituintes (TOLEDO, et al., 2016; PEREIRA, et al., 2019).

As folhas do cafeeiro possuem varios compostos como fendis, terpendides, flavondides,
alcaldides (cafeina), aldeidos, hidrocarbonetos, 4acidos clorogénicos, &cidos
neoclorogénicos, ésteres, cetonas, pirazinas e cumarinas (FERNANDES, et al., 2013).
Dentre esses compostos, 0s presentes em maiores concentracdes na folha séo os fendis e os
terpendides. Ja o fruto no estagio cereja, contém em sua mucilagem acucares simples,
polissacarideos, minerais, proteinas e lipideos, entre outros compostos, constituindo um
excelente meio de cultura para o crescimento de bactérias, fungos filamentosos e leveduras.
Além disso, a mucilagem contém também &gua, taninos, cafeina, acidos clorogénicos e

caféicos, aminoacidos e substancias pécticas (CHEN, 2019).
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Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos, compostos fendlicos
e alcalbides (Taiz; Zeiger, 2013). As substancias quimicas mais comuns causadoras de
efeitos alelopaticos pertencem aos grupos dos acidos fendlicos, cumarinas, terpenoides,
flavondides, alcaldides, glicosideos, cianogénicos, derivados do acido benzoico, taninos e
quinonas complexas (SOUZA, et al., 2005).

Os terpenos constituem o maior grupo de produtos secundario, tendo como uma das
principais funcdes repelir os herbivoros (MOREIRA, et al., 2016). Encontrados comumente na
forma de 6leos essenciais. Sdo polares e soltuveis em dgua (NGO, 2016). Podem ser definidos
quimicamente como “alcenos naturais”, isto €, apresentam uma dupla ligacdo carbono-carbono
sendo caracterizado como um hidrocarboneto insaturado (FELIPE; BICAS, 2017). Os 6leos
essenciais tém sido reportadoscomo potentes inibidores da germinacdo de sementes
e do desenvolvimento de diferentes espécies de plantas (TOMAZ, et al.,2014).

Os compostos fendlicos sdo as substancias quimicas mais comumente associadas com
o efeito alelopatico. Classificam-se em &cidos fendlicos, flavonoides, fendis simples,
cumarinas, taninos e ligninas (Taiz; Zeiger, 2013). Os acidos fendlicos induzem a formacao
de lignina e aumentam a atividade de enzimas oxidativas, causando modifica¢des da
permeabilidade da membrana, contribuindo para a reducdo do crescimento radicular da
planta (FARAH, et al., 2012). Os flavonoides sdo 0s compostos naturais mais presentes
nas plantas e apresentam efeitos alelopaticos capazes de inibir a germinagdo e o
crescimento de plantas (FRANCO, et al., 2016).

Os alcaloides constituem-se num vasto grupo de metabo6litos com grande diversidade
estrutural, representando cerca de 20% das substancias naturais descritas (FILHO, et al.,
2011). Os alcaloides sdo um importante grupo de compostos naturais. Esta classe de
metabolitos secundarios atua na defesa contra microrganismos fitopatogénicos, herbivoros
e contra outras espécies de plantas que causam competicdo (Zamora-Natera, et al., 2008).

Costa et al., (2001), observaram que a casca de café aliada ao uso de herbicida ou a
capina manual, na linha do cafezal controlou as plantas daninhas, apresentando resultado
semelhante ao uso de apenas herbicida, e superior ao roco e a capina manual. May, et al.,
(2011), descreveram que a aplicacdo do extrato da casca de café inibiu a germinacéo e o
desenvolvimento de Cucumis sativus L. Minassa, et al., (2017), ao utilizarem a palha de
café conilon e arabica sobre a germinacdo e desenvolvimento de plantas daninhas e

cultivaveis concluiram este residuo pode ser utilizado no controle de plantas invasoras.
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2.8 Uso de aleloquimicos como substéncias potenciais para producdo de bioherbicidas

A introducdo de defensivos agricolas solucionou um dos principais problemas da
agricultura, o controle de pragas e doencas. Entretanto, antes do uso desses produtos os
agricultores, por meio do conhecimento empirico, faziam esse controle utilizando produtos
naturais obtidos a partir de materiais disponiveis em suas proprias propriedades. Com o
uso dos agrotoxicos, abandonou-se ou diminuiu o uso desses produtos (SILVA, et al.,
2017). No entanto, problemas como resisténcia e poluicdo ambiental, surgiram com 0 uso
constante e indiscriminado de defensivos quimicos. Com isso, existe um crescente
incentivo em estudos sobre novas técnicas mais sustentaveis de controle e manejo de
inseto-pragas (TAVARES, et al., 2009).

Substancias quimicas existentes nas plantas podem, quando liberadas no ambiente,
interferir no desenvolvimento de outras de forma negativa ou positiva. Este processo ocorre
de forma natural e é conhecido como alelopatia (RICE, 1984). Essas substancias tambéem
chamadas de aleloquimicos, resultam do metabolismo secundario das plantas, estando
presentes em diferentes partes do vegetal, atuando como inibidores ou estimuladores da
germinacdo de sementes e interferindo no crescimento inicial e desenvolvimento de
plantulas préximas da espécie que libera os metabdlitos (FERREIRA; BORGHETTI,
2004; OLIVEIRA et al., 2014).

O efeito alelopatico é classificado em autotoxicidade e heterotoxicidade. O efeito
autotoxico ocorre quando plantas da mesma espécie liberam seus aleloquimicos no meio
interferindo na germinacdo e desenvolvimento de plantas da mesma espécie. J& o efeito
heterotdxico ocorre quando uma planta libera substancias que sdo toxicas paraa germinacao
e desenvolvimento de plantas de outras espécies (REZENDE, et al., 2016). Depois de
liberados no ambiente os aleloquimicos podem ser absorvidos pelas plantas ao redor e
assim atuar na fisiologia das mesmas, com isso havendo a possibilidade de alterar os
processos de divisdo, alongamento celular e modificando a ultraestrutura celular, além de
influenciar os mecanismos hormonais de indugdo de crescimento, permeabilidade das
membranas celulares, abertura estomética, fotossintese, respiracdo, sintese proteica,
metabolismo de lipidios e dos acidos graxos (FORMIGHEIRI, et al., 2018).

A fitotoxicidade de extratos vegetais é atribuida a diversidade de aleloquimicos
presentes em sua composicdo. Entretanto, existem poucos estudos descrevendo 0s
mecanismos e modos de acdo dos aleloquimicos sobre os eventos celulares ligados as

mudancas genéticas e fisiologicas, a maioria refere-se apenas aos efeitos alelopaticos sobre
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a germinacéo, crescimento e desenvolvimentos das plantas (IGANCI, et al., 2006).
Segundo Dias e Dias (2007), os metabdlitos secundarios estdo envolvidos numa
variedade de processos ecoldgicos, entretanto, eles ndo possuem apenas funcdes ecoldgicas
uma vez que muitos dos metabdlitos secundérios sdo fitotoxicos, constituindo uma fonte
para produgdo de novos herbicidas. As substancias quimicas mais comuns causadoras de
efeitos alelopaticos pertencem aos grupos dos acidos fendlicos, cumarinas, terpenoides,
flavonoides, alcaloides, glicosideos, cianogénicos, derivados do acido benzoico, taninos e

quinonas complexas (SOUZA, et al., 2005).
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3 JUSTIFICATIVA

O processamento do café associado a elevada produtividade gera uma grande quantidade
de residuos. Estima-se que sdo geradas aproximadamente 225 milhdes de toneladas de
residuos liquidos (aguas residuérias) e 9,9 milhdes de toneladas de residuos sélidos (casca,
polpa, mucilagem, pergaminho, pelicula prateada e borra), que na maioria das vezes sdo
descartados incorretamente, tornando-se um agente poluidor. Nesse sentido, diversas
pesquisas tém sido realizadas com o intuito de aproveitar esses residuos, dada a
necessidade de disp6-los adequadamente no meio ambiente (MENEGHELLLI, et al.,2017).

O aproveitamento dos residuos do processamento do café vem da urgéncia em
minimizar os danos ao meio ambiente. Existem varios estudos afirmando que o café possui
acdo alelopatica, e a maioria desses estudos se refere apenas a germinagdo e
desenvolvimento de espécies vegetais, entretanto, ha poucos relatos de pesquisas acerca da
acdo citogenotéxica dos aleloquimicos do café em bioensaios. Diante disso, faz-se
necessario um estudo que demonstre quais os danos causados ao material genético,
resultantes da acdo desses aleloquimicos e ainda avaliar a possibilidade do desenvolvimento

de um bioherbicida a base de folhas e/ou epicarpos de café.
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4 OBJETIVO

A sessdo a seguir trata dos objetivos gerais e especificos pretendidos neste trabalho.

4.1 Objetivo geral

Avaliar a fitotoxicidade e a citogenotoxicidade de folhas e epicarpos de café (Coffea
arabica, cultivares: Acaia, Bourbon Amarelo, Catuai Amarelo e Topazio) em sementes de

alface (Lactuca sativa L.).

4.2 Objetivos especificos

Verificar os efeitos dos extratos aquoso de folhas e epicarpos de café sobre a
porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo, alongamento de raiz,
comprimento de parte aérea, biomassa fresca e seca, em alface (Lactuca satival.).

Avaliar os efeitos dos extratos aquoso de folhas e frutos de café sobre os parametros
citogenéticos por meio da quantificagdo do indice mitotico e da ocorréncia de
anormalidades cromossdmicas em alface.

Submeter os extratos aquosos a analise fitoquimica para deteccdo qualitativa de

compostos oriundos do metabolismo secundario das cultivares avaliadas.
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5 CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que, dentre as cultivares de café avaliadas, todas possuem efeito alelopatico,
entretanto, a cultivar Topazio apresentou efeito menos drastico sobre a germinacdo e
desenvolvimento de sementes de alface.

Os extratos aquosos de folhas e epicarpos de diferentes cultivares de C. arabica induziu
a producdo de espécies reativas de oxigénio, o que levou a peroxidacdo lipidica, seguida
da reducdo da vitalidade celular e a parada mitética, o que provavelmente acarretou a
reducdo da germinacdo e inibicdo do crescimento de sementes de L. sativa. Diante disso,
esses residuos mostram ter potencial para o desenvolvimento de um bioherbicida, e ainda
serve como uma alerta aos produtores que costumam dispor 0s epicarpos em lavouras

alegando que os mesmos podem ser usados como adubos.
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RESUMO: Com a finalidade de descobrir novas substancias com agdo bioherbicida,
objetivou estudar a viabilidade do uso das folhas e dos epicarpos de café como fonte de
aleloguimicos, avaliando as acdes fitotoxica e citogenotdxica de extratos aquosos de
diferentes cultivares de café em bioensaio com alface. Os resultados foram submetidos a
ANOVA e a comparacdo das meédias foi feita pelo teste de Scott-knott (p < 0.05). Os
parametros avaliados foram: porcentagem de germinacdo inicial e final, indice de
velocidade de germinacdo, indice de efeito alelopatico, comprimento de parte aérea,
alongamento de raiz, indice mitético e frequéncia de anormalidades cromossémicas.
Constatou-se que 0s extratos nas concentracbes mais altas reduziram os parédmetros
avaliados. O aumento gradativo da concentracdo dos extratos afeta o desempenho
germinativo de sementes de alface, além de causar alteracdes na atividade enzimatica e na

divisao celular.

Palavras-chave: Alelopatia, Coffea arabica, germinacdo, indice mitético, Lactuca sativa

ABSTRACT: In order to discover new substances with bioherbicidal action, it aimed to study
the feasibility of using coffee leaves and epicarps as a source of allelochemicals, evaluating the
phytotoxic and cytogenotoxic actions of aqueous extracts of different coffee cultivars in
bioassay with lettuce. The results were submitted to ANOVA and the comparison of means was
done by the Scott-knott test (p < 0.05). The parameters evaluated were: percentage of initial
and final germination, germination speed index, allelopathic effect index, shoot length, root
elongation, mitotic index and frequency of chromosomal abnormalities. It was found that the
extracts in the highest concentrations reduced the evaluated parameters. The gradual increase
in the concentration of the extracts affects the germinative performance of lettuce seeds, in

addition to causing changes in enzymatic activity and cell division.

Keywords: Allelopathy,Coffea arabica, germination, mitotic index, Lactuca sativa
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INTRODUCAO

As substancias que as plantas liberam no ambiente podem interferir favoravelmente
ou ndo, no crescimento e desenvolvimento de outras ao seu redor. A grande maioria dessas
substancias sdo oriundas do metabolismo secundario de plantas. Esses metabdlitos variam
em qualidade e quantidade de uma espécie para outra (Rice,1984). Os metabdlitos
secundarios auxiliam na sobrevivéncia da planta em situacdes adversas (Rockenbach et al.
2018). Essas substancias conhecidas também como aleloquimicos, se absorvidas pelas
plantas ao redor, podem sofrer modificacdes em sua fisiologia como a alteracdo nos
processos de divisdo, o alongamento celular e modificando a ultraestrutura celular, além de
influenciar os mecanismos hormonais de inducdo de crescimento, a permeabilidade das
membranas celulares, a abertura estomatica, a fotossintese, a respiracéo, a sintese proteica,
0 metabolismo de lipidios e dos acidos graxos (Formigheiri et al. 2018).

Na agricultura moderna, a alelopatia desempenha um papel fundamental na
manutencdo da sustentabilidade dos agroecossistemas por meio da adocdo de estratégias
ambientalmente amigaveis, como a rotacdo de culturas, as culturas de cobertura ou
sufocantes, a consorciacdo, a incorporacdo de residuos de culturas, a cobertura morta e 0s
bioherbicidas (Scavo et al. 2018).

A infestacdo de espécies invasoras tem sido reconhecida como uma das maiores
ameacas para as espécies nativas e para a biodiversidade em todo o mundo (Travlos et al.
2017). Porém, para atender as necessidades alimentares, a introducdo de herbicidas foi
indispensavel, visto que se fazia necessario reduzir as espécies invasoras e
consequentemente aumentar os rendimentos da producdo. No entanto, o uso continuo de
herbicidas proporcionou o aumento da poluicdo ambiental, danos a saude e ainda
contribuiu na resisténcia das plantas daninhas (Costa & Martins 2015, Silva et al. 2018).

A espécie Coffea arabica L., representa 75% da producdo mundial de café, sendo o
Brasil responsavel por um ter¢o da producdo mundial, consolidando-se como o maior
produtor e exportador deste produto, e segundo maior consumidor (Embrapa, 2018).
Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), a producéo estimada
para o ano de 2018 foi de 61,7 milhdes de sacas beneficiadas. Contudo, essa alta producédo
gera também uma grande quantidade de residuos. Segundo Fernandes et al. (2013), para
cada saca de café produzida tem-se entre 50 a 60 kg de casca e de pergaminho que, de

acordo Baqueta et al. (2017), ao serem dispostos inadequadamente, podem afetar o meio
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ambiente, causando a poluicao de solos e de corpos d’aguas.

As substancias quimicas mais comuns causadoras de efeitos alelopaticos pertencem
aos grupos dos &cidos fendlicos, das cumarinas, dos terpendides, dos flavonoides, dos
alcaldides, dos glicosideos, dos cianogénicos, dos derivados do acido benzdico, dos taninos
e das quinonas complexas (Scavo et al. 2018). A literatura cita que os residuos de café sdo
ricos em nutrientes e compostos organicos como a cafeina, os taninos e os polifenois
(Fernandes et al. 2013).

A fitotoxicidade de extratos vegetais é atribuida a diversidade de aleloquimicos
presentes em sua composicdo, bem como a concentracdo. Entretanto, existem poucos
estudos descrevendo os mecanismos e 0os modos de acdo dos aleloquimicos sobre os
eventos celulares ligados as mudancas genéticas e fisioldgicas, a maioria refere-se apenas
aos efeitos alelopaticos sobre a germinacéo, o crescimento e odesenvolvimentos das plantas
(lganci et al. 2006). Diante disso, as substancias alelopéaticas representam uma opcéo a ser
seguida na busca pelo controle de planta das daninhas.

A busca por alternativas ao uso de herbicidas na agricultura constitui-se em um dos
desafios de modelo de cultivo mais sustentavel. Com a finalidade de descobrir novas
substancias com a acdo bioherbicidas, propde-se, no presente trabalho, o estudo da
viabilidade do uso de folhas e epicarpo de café (C. arabica L.), considerados como residuos
da cafeicultura, como fonte de aleloquimicos, avaliando a acao fitogenotdxica de extratos
aquosos das cultivares Acaia, Bourbon Amarelo, Catuai Amarelo e Topazio em bioensaio
com a alface (Lactuca sativa L.) com o objetivo de contribuir para a obtencdo de um

produto bioherbicida menos agressivo ao meio ambiente e a salde.

MATERIAL E METODOS

Local, coleta e preparo do material vegetal

As amostras foram coletadas nas fazendas Conquista e Capoeirinha da Ipanema
Coffees, na regido de Alfenas-MG (21° 25' 46" S 45° 56" 50” W) em junho de 2018, nos
horarios entre 8h e 11h. As plantas foram selecionadas ao acaso, realizando um
caminhamento em zigue zague de acordo com Centurion et al. (2013). Para os pontos de
coleta em campo foi utilizado GPS, e ainda, foram anotados a localiza¢do de cada talhdo

mediante informacéo da cultivar e da gleba de acordo com o mapa dafazenda.



37

Coletou-se 3 kg de material vegetal na regido mediana em relagdo a altura da copa
gue foram acondicionados separadamente em sacos plasticos, identificados e pesados com
0 auxilio de uma balanca portétil. O procedimento foi realizado em 40 plantas de cada
talhdo, respeitando o limite de 3 metros das margens limitantes que constitui a parcela
amostral. Cada parcela foi formada por 5 linhas de plantio com 20 plantas por linha, sendo
as trés linhas centrais, a parcela util.

O material vegetal foi colhido manualmente, selecionando apenas os frutos de café
cereja gque se encontravam em ponto de maturacdo fisiologica e as folhas fisiologicamente
maduras. As variedades escolhidas foram Acaia, Bourbon Amarelo, Catuai Amarelo e
Topazio.

O material coletado foi encaminhado para o Laboratério de Biotecnologia e
Citogenotoxicidade (Biogen) da UNIFAL/MG. As folhas e os frutos foram lavados e, em
seguida foram dispostos em camadas finas e submetidas a secagem em estufa de circulacdo
forcada de ar a 43°C até a obtencéo de peso constante. O tempo necessario para a completa
secagem foi determinado quando o peso de uma amostra, equivalente a 10% do peso do
material de cada bandeja, permaneceu constante durante trés pesagens consecutivas em
balanca analitica.

A temperatura da estufa foi controlada por meio de termostato e de termémetro, de
modo a garantir a homogeneidade na temperatura utilizada durante a secagem. Apds a
secagem, o material vegetal passou por divisdo manual grosseira. Nesta etapa, as sementes
de café foram separadas do pericarpo e do pergaminho. Feito isso, o material vegetal foi

pulverizado em moinho e armazenado em frascos de vidro ambar devidamente rotulados.

Determinacéo granulometrica e obtencado dos extratos aquosos

O po obtido ap6s a moagem foi padronizado quanto ao seu tamanho médio de
particula. A anélise granulométrica do material vegetal pulverizado foi executada segundo
critérios descritos na Farmacopéia Brasileira e os extratos aquosos de folhas e epicarpos de
café foram obtidos pelo método de decoccdo e liofilizados conforme descritos na

Farmacopéia Brasileira (Brasil, 2010).
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Determinacéo do pH e osmolaridade

Uma solucéo a 1% (p/v) do material vegetal foi pulverizado em &gua sendo aquecida
até ebulicdo em chapa-elétrica por 5 minutos. Em seguida, a solucdo foi filtrada em algoddo
e gaze. Apos o resfriamento foi aferido o pH do filtrado e da agua, utilizando o
potenciémetro previamente calibrado (Brasil, 2010).

A determinacéo da influéncia do potencial osmaotico dos extratos foi averiguada com

0 auxilio de um osmémetro, aferindo apenas a maior concentragdo (40mg/mi™2).

Triagem fitoquimica

Os extratos secos foram dissolvidos separadamente em metanol, a fim de se obter a
concentracdo de 1,0 mg/mL. As anédlises cromatograficas foram realizadas em placas de
silica gel 60 F2s4, utilizando a mistura de acetato de etila, metanol, 4gua e acido acético
glacial (81:11:6:2) como fase movel. Todos os testes foram realizados em triplicata.

Para a identificacdo dos compostos quimicos presentes, 10uL das solu¢des-amostra

e de solucdes de padrdes auténticos (Sigma®) na mesma concentragdo (1,0 mg/ml?t) —
rutina, quercetina, acido galico, acido tanico, catequina, quinina, cumarina, antraquinona,
cafeina pura e eugenol, foram aplicadas em cada uma das placas. Em seguida, cada placa,
separadamente, foi submetida a reveladores diferentes: anisaldeido sulfurico com
aquecimento a 100°C (identificacdo geral), NP-PEG (flavonoides), cloreto férricoa 1% (p/v)
em metanol (compostos fendlicos), cafeina pura (cafeina), reativo de Dragendorff (demais
alcaloides), KOH alcodlico a 5% e visualizacdo em UV 365 nm (cumarinas) e reativo de
Borntrager (antraquinonas).

Todas as classes de substancias foram determinadas pela comparacgéo das coloracdes
das manchas observadas nas placas, quando reveladas, com as coloracGes das classes

descritas na literatura (Wagner; Bladt; Zgainsky, 2009).

Ensaios de fitotoxicidade

Os bioensaios foram conduzidos em placas de Petri (7 cm de diametro) contendo duas
folhas de papel Germitest umedecidas com 3mL de solucéo, nas diferentes concentracdes
de extrato (5mg/ml?, 10mg/ml?, 20mg/ml*e 40mg/ml?t) preparados a partir da solugio

estoque de 20% e agua destilada como controle. Foram utilizadas 30 sementes de L. sativa
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por placa, cultivar Baba de verdo, adquiridas diretamente da empresa (Isla®). As placas
foram mantidas em camara de germinacao do tipo BOD a 24°C, com fotoperiodo de 12
horas.

Foram realizadas observacdes a cada 4 horas, anotando-se 0 niumero de sementes
germinadas em cada tratamento para calculo da germinabilidade e do indice de velocidade
de germinacéo (IVG), conforme apresentado por Maguire (1962). A partir dos dados de
germinacao foi calculado do indice de efeito alelopatico (R1) conforme Borella, Martinazzo
e Aumonde (2011).

No sétimo dia de avaliacdo todo material contido nas placas foi pesado compondo a
biomassa fresca (BF). O alongamento de raiz (AR) e o comprimento de parte aérea (CPA)

foram mensurados a partir de 10 plantulas selecionadas sendo as medidas realizadas no

sétimo dia de germinacdo com o auxilio de paquimetro digital (DIGIMESS® 150mm). O
material foi armazenado em sacos de alumino e levados para estufa a 40°C com circulacao

de ar por 7 dias para secagem e a obtencdo da biomassa seca (BS).

Ensaio de citotoxicidade

As avaliagBes citogenéticas foram realizadas nas mesmas condi¢Bes descritas no
bioensaio de fitotoxicidade, entretanto, as raizes foram coletadas com 24 e 48 horas apds
o0 inicio do experimento. Todas as sementes que apresentaram a protusdo radicular foram
coletadas, fixadas em Carnoy (alcool etilico PA e acido acético na propor¢ao de 3:1) e
armazenadas em freezer a -18°C. As preparacdes foram feitas pelo método de
esmagamento, conforme Pereira et al. (2013).

Os meristemas apicais foram hidrolisados com acido cloridrico 5,0 M a 25° C e
corados com reagente de Schiff. O indice mitotico (IM) foi determinado usando a equagéo
MI =NCMx 100 / NTC, onde NCM € o namero de células em mitose e NTC é o nimero
total de células observadas. Foram analisadas 6000 células por tratamento com o auxilio
de microscopio de campo claro. Analisou-se também as anormalidades cromossdmicas
de acordo com os seguintes critérios: C-metéafases, anafase e pontes cromossdmicas em

telofase, cromossomos perdidos, viscosidade e presenca de micronucleos.
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Atividade Antioxidante Enzimatica e Peroxidagao Lipidica

Devido ao grande numero de amostras, para anélise da atividade enzimatica e da
peroxidacdo lipidica foi escolhido apenas uma cultivar e um 6rgéo vegetal, sendo o critério
de escolha aquela cultivar e 6rgao vegetal que apresentou a melhor resposta nos ensaios de
fitotoxicidade e genotoxicidade.

Para a extracdo de enzimas antioxidantes, 200 mg de matéria fresca de plantulas
inteiras foram macerados em nitrogénio liquido e homogeneizados em 1,5 mL de tampao
de extragdo. As amostras foram centrifugadas a 13.000 giros por 10 mina 4 ° C, e 0s
sobrenadantes foram coletados para analises enzimaticas de superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), conforme relatado por Biemelt et al.
(1998). A atividade enzimaética foi avaliada espectrofotometricamente e expressa por
grama de massa fresca.

A atividade da SOD foi determinada pela capacidade da enzima inibir a fotoreducéo
fotoquimica do azul de nitro tetrazélio (NBT), proposto por Giannopolitis & Ries
(1978). Uma unidade de SOD foi definida pela quantidade de enzima que inibe 50% da
taxa de redugdo de NBT. As leituras foram realizadas a 560 nm em um espectrofotometro.
A atividade da CAT foi determinada pela reducdo na absorvéncia a 240 nm a cada 15 s
durante 3 min, monitorizada pelo consumo de peréxido de hidrogénio (Havir & Michale,
1987). A reacédo foi iniciada pela adi¢do de H»O- (o coeficiente de extingdo foi = 36mM™
cmY). A atividade da APX foi determinada pela reducédo da absorbancia a 290 nm a cada
15 s por 3 min, segundo Nakano & Asada (1981). Observou-se a queda na absorbancia
pelo consumo do ascorbato. O coeficiente de extingdo molar foi de 2,8mM-tcm™.

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela quantificacdo de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (MDA= malondialdeido), conforme descrito por Buege & Aust

(1978). A concentracdo do complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equacao:

[MDA] = (A535 - A600) / (£.b), onde & (coeficiente de extingdo =1,56x10"2cm™1); b

(comprimento 6ptico =1).

Delineamento experimental e analise de dados

Para o ensaio de fitotoxicidade, o delineamento adotado foi em blocos casualizado

(DBC) com 3 repeticdes, sendo cada repeticao considerada um bloco, em esquema fatorial


https://link.springer.com/article/10.1007/s11270-017-3658-0#CR19
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3x5x4x2 sendo os fatores: blocos, concentrac@es, cultivares e 6rgdos vegetais (folha e
pericarpo), respectivamente. Para o ensaio de citotoxicidade o delineamento adotado foi o
inteiramente casualizado (DIC) seguindo o mesmo fatorial descrito anteriormente.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
por meio do teste de Scott-Knott a 5% de significancia utilizando o programa Sisvar versédo
5.4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo fisico-quimica dos extratos de epicarpos e folhas das cultivares
Acaia, Bourbon Amarelo, Catuai Amarelo e Topazio, revelou uma variacéo de pH, entre 4,9
e 5,4 para epicarpos, e 5,8 e 6,6 para folha. O potencial osmético dos extratos dos epicarpos
variou de - 0,0953 a -0,1703 Mpa e das folhas de -0,0635 a -0,1657 Mpa (Tab. 1).

Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas dos extratos aquosos de
epicarpos e folhas de C. arabica L.

Potencial Osmoético

Tratamento pH (Mpa)
Epicarpos

Controle 6,9 0
Acaia 5,4 -0,1544
Bourbon 5,0 -0,1249
Catuai 51 -0,0953
Topazio 4.9 -0,1703

Folhas

Controle 6,9 0
Acaia 5,8 -0,0999
Bourbon 6,0 -0,1612
Catuai 6,1 -0,1657
Topézio 6,6 -0,0635

Gatti et al., (2004) recomendam que o potencial osmotico dos extratos envolvidos nos
testes de germinacdo nao exceda o valor de -0,2 MPa. Ja os valores de pH, de acordo com
Baskin & Baskin (1998), estdo dentro do intervalo que néo influencia no processo
germinativo de L. sativa.

A deteccdo de compostos do metabolismo secundario por meio de triagem
fitoquimicados extratos aquosos de diferentes cultivares de café investigados neste estudo,
revelou a presenca de flavonoides, compostos fendlicos, cafeina e taninos para as folhas e

de compostos fendlicos, cafeina e taninos para os epicarpos (Tab.2).



42

Tabela 2- Triagem fitoquimica por cromatografia em camada delgada (CCD)

Metabdlito

Secundario Epicarpos Folhas
Acaid Bourbon Catuai Topézio Acaid Bourbon Catuai Topazio

Flavonoides - - - - + + + +
R T
Cafeina + + + + + + ¥ +
Alcaldides - - - - - - - -
Antraquinona - - - - - - - -
Taninos + + + + + + + +

Saponinas

De acordo com Ashihara et al. (2017), a cafeina é o alcaloide encontrado em maior
guantidade em diversos tecidos e 6rgaos do cafeeiro, principalmente nas sementes, flores e
folhas. Segundo Waller et al. (1986), a cafeina é sintetizada no pericarpo, transportada e
acumulada no endosperma da semente durante o desenvolvimento do fruto.

Foram feitas as analises granulométricas dos pos obtidos dos epicarpos e das folhas de
café e de acordo com critérios da Farmacopéia Brasileira, o p6 obtido pode ser classificado
como po semifino (Brasil, 2010).

Ao comparar a agdo do extrato aquoso dentro de cada tratamento nas primeiras 24
horas, nota-se um atraso na germinacgdo das sementes de L. sativa, observando que quanto
maior a concentracdo utilizada, maior o efeito. Ainda nesta varidvel, ao comparar as
cultivares e os 0rgdos vegetais, percebe-se que 0s mesmos seguem o0 padrdo de
concentracao, ou seja, o efeito é dependente da dose. Com isso, pode-se sugerir que o efeito
inibitério é dependente da concentracdo e independente da cultivar e/ou do érgao vegetal,
embora os extratos oriundos das folhas apresentem efeito alelopatico mais acentuado
(Tab.3).
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Tabela 3- Sementes de L. sativa expostas a diferentes concentragdes de extrato aquoso de folhas
e casca de C. arabica, cultivares Acai4, Bourbon Amarelo, Catuai Amarelo e Topazio.

Trat Conc G24h GF CPA AR

[mg.ml®] (%) (%) VG Ri mm  (mm)  BF
° 0 9666 aA 100,00aA 8,14aA 000aA 2450aB 3342aA 047aA
2 5 83,33bB 98,88 aA 6,77bC -0,05aA 2867aA 1821bC 053aA
_g 3z '5 10 7222bC 100,00aA 544cD -0,09aA 2871aA 10,08cE 042aA
5 < 20 222 cF 9444 aA 249dF -047bD 595 bE 275 dF 0,24bB
e 40 0,00 cF 222 bF 004eG -099cF 000 cF 000 eG 0,8bC
0 98,88aA 100,00aA 853aA 000aA 2469aB 3045aA 049aA
§. S 5 88,88bB 100,00aA 6,98bB -0,04aA 2876aA 16,13bD 055aA
< K 'g 10 81,11bB 98,88 aA 583cC -0,08aA 26,79aB 824 cE 0,38aA
'g C'on 20 444 cF 9444 aA 261dF -045bD 545 bE 183 dG 0,13bC
o 40 000 cF 7,77 bF 015eG -097cF 000 cF 000 eG 0,07bC
0 97, 77aA 9888 aA 865aA 000aA 2547aB 28,71aB 049aA
5 83,33bB 97,77 aA 6,34bB -007bA 2582aB 1556bD 0,46aA

10 67,77cC 100,00aA 517cD -0,14bB 2571aB 1560bD 0235aA
20 0,00 dF 9555 aA 218dF -058cE 930 bD 434 cF 020bB

40 000 dF 222 bF 039eG -094dF 0,00 cF 003 dG 0,09bC

Pericarpo
de
Catuai

0 95,55aA 9888 aA 933aA 000aA 2300aB 2630aB 045aA
§. Q 5 86,66aB 97,77 aA 669bB -005bA 2576aB 1858bC 046aA
Sg ~§ 10 84,44aB 9888 aA 606cC -002aA 2497aB 1452cD 04laA
s S 20 222 bF 9233 aA 206dF -060bE 11,96bD 326 dF 021bB
& 40 0,00 bF 4555 bD 083eG -087cF 071 cF 104 dG 010bB

0 97,77aA 10000aA 867aA 000aA 2309aC 30,18aA 050aA

5 87,77aB 100,00aA 592bC -005aA 33, 78bA 1445bD 040aA

10 4666bD 97,77 aA 450cD -0,21bB 29,15bB 843 cE 044aA
20 2444cE 8555 bB 348dF -0,39cC 16,16cD 791 cE 0,26bB
40 0,00 cF 444 cF 008eG -098cF 024 dG 0,07 dG 0,07cC
0 94443 A 9888 aA 82laA 0,00aA 2516aA 3309aA 048aA
5 92,22aA 9888 aA 693bB -0,05aA 3283aA 1445bD 059aA
10 61,11bC 9555 aA 466cD -015bB 3297aA 891 cE 050aA
20 222 cF 688 bC 192dE -059cE 1383bD 514 dF 019bB
40 000 cF 444 cF 008eG -098dF 000 cG 004 eG 006bC
0 9555aA 100,00aA 828aA 000aA 2526aC 31,03aA 046aA
5 9444aA 9888 aA 714bB -0,0laA 3347bA 1271bD 059aA
10 57,77bD 97,77 aA 508cD -0,18bB 3244bC 7,67 cE 044aA
20 333 cF 6666 bC 100dE -0,62cE 16,28aD 454 dF 021bB
40 0,00 cF 333 cF 007eG -099dF 024 dG 0,06 eG 0,06cC
0 93,33aA 100,00aA 804aA 000aA 2347aC 2856aB 044aA
5 91,11aA 9888 aA 6,73bB 0,00aA 2957bB 1458bD 052aA
10 6555bC 96,66 aA 504cD -014bB 3535bA 906 cE 040aA
20 444 cF 8222 bB 235dE -054cE 1451cD 581 dF 0,23bB
40 000 cF 2111 cE 044eG -091dF 341 dF 162 eG 0,08cC
Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo apresentam diferenga estatistica entre si (Letra mindscula:
Referente a concentracdo dentro de cada tratamento/ Letra mailscula: referente a comparacdo entre as
cultivares e aos 6rgaos).

Folha de
Acaia

Folha de
Bourbon

Folha de
Catuai

Folha de
Topazio

Ao final do experimento, a germinabilidade das sementes de L. sativa submetidas a
acdo dos extratos de epicarpos de diferentes cultivares de café ndo mostrou diferenca
significativa nas concentracdes 5mg/ml?, 10 mg/ml* e 20mg/ml* em relagéo ao tratamento
controle. O mesmo padrao foi observado ao comparar-se as cultivares. Por outro lado, nos
tratamentos com as folhas de café, ao comparar a porcentagem de germinabilidade dentro
de cada tratamento e entre as cultivares, apenas as concentragdes 5mg/ml™t e 10mg/ml

ndo se diferiram estatisticamente, mostrando que a concentragdo 20mg/ml-* dos extratos
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de folhas promove um atraso mais acentuado na germinac¢ao quando comparada ao extrato
de epicarpos. Ja na concentragdo 40mg/ml, o tratamento epicarpos de Topazio apresentou
porcentagem de germinacdo superior a 40% e o tratamento folhas de Topazio apresentou
porcentagem de germinacao final superior de 20% (Tab. 3).

A aplicagdo de extrato de epicarpos e folhas de café ndo inibiu totalmente a
germinacg&o nos tratamentos utilizando a concentragdo 20mg/ml*. Contudo, houve reducio
na formacdo de plantulas normais e maior sensibilidade na raiz, podendo ser observadas
anomalias como engrossamento e encurvamento, além de necrose. Segundo Pereira et al
(2013), agerminacdo da L. sativa € mais comprometida em concentracfes mais altas, pois
0 embrido é afetado, acarretando a diminuicdo do percentual de germinacdo. Porém, em
concentragbes mais baixas o pericarpo e o tegumento funcionam como uma barreira
protetora. Para Silva (2015), essas alteragGes podem estar relacionadas com o efeito sobre
a permeabilidade de membranas, transcri¢cdo e traducdo do material genético, reacdes
enzimaticas e a respiracdo celular. E de acordo com Maraschin-Silva & Aquila (2006), as
alteracdes no padréo de germinacéo e no indice de germinacéo indicam interferéncias nas
reacOes metabolicas. E ainda, os extratos podem provocar o aumento na entropia
informacional, causados por sementes com germinacdo mais lenta. 1sso demonstra perda de
sincronia nas reacGes metabolicas da germinacdo e heterogeneidade na fisiologia das
sementes tratadas.

Muitas vezes o efeito alelopatico ndo é sobre o percentual final de germinacdo, mas
sobre a velocidade de germinagdo ou outro parametro do processo (Ferreira & Borghetti
2004). O IVG é um parametro utilizado para mostrar que mesmo em baixas concentracdes
0s compostos podem alterar a fisiologia das sementes testadas (Ribeiro et al. 2012). Ja o
indice de efeito alelopatico (RI) serve para mostrar se houve estimulo ou inibicdo da
germinacdo. Quando apresenta valores positivos em relacdo ao controle indica estimulo e
valores negativos, inibicdo (Borella et al. 2010). Ao analisar o IVG, nota-se que todos os
tratamentos diferiram do controle (Tab.3).

Analisando a varidvel indice de efeito alelopatico (RI), todos os tratamentos
utilizando folhas de café, a partir da concentragdo 10mg/ml apresentaram efeito alelopatico
(Tab.3).

Ao analisar a variavel comprimento de parte aérea (CPA), observa-se que nos

tratamentos folha de Acaia, folha de Catuai e folha de Topazio ao avaliar o efeito da
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concentracdo dentro de cada tratamento, nota-se que as concentragdes 5mg/ml? e 10
mg/ml~, propiciou um estimulo em relagdo aos controles e na variavel alongamento de raiz
(AR), todos os tratamentos foram diferentes dos controles (Tab.3).

Os resultados obtidos demonstram que o extrato de epicarpos e de folhas de café
promoveu efeito estimulante na parte aérea nas concentragdes 5mg/mlt e 10mg/ml? e

efeito inibitorio nas raizes das plantulas de L. sativa (Fig.1).

Figura 1 - Plantulas de L. sativa expostas a diferentes concentragdes dos extratos aquosos
de folhas e epicarpos de diferentes cultivares de C. arabica, no 7° dia apds o inicio do
experimento, onde: A: Controle, B: 5mg/ml?, 10 mg/ml2, 20 mg/ml2, 40 mg/ml?).

Estes resultados estdo em concordancia com a afirmacéo de Lorenzi (2000), de que a
acao alelopatica de extratos aquosos pode ser tanto inibitéria como estimulante ao
crescimento de outras plantas e corroboram com os resultados obtidos por Santos et al.
(2002) e May et al. (2011), onde o extrato obtido da epicarpos de café propiciou tanto o
estimulo quanto a inibicdo no desenvolvimento das plantulas de caruru-de-mancha e
pepino, respectivamente.

O aumento da concentracdo do extrato ocasionou reducdo estatisticamente
significativa no crescimento da radicula. Em geral, as raizes sdo mais sensiveis as

substancias presentes nos extratos comparativamente as demais estruturas da plantula
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(Chon & Nelson 2010). Esta ocorréncia deve-se ao fato das raizes estarem em contato
direto e prolongado com o extrato e aos aleloquimicos (Chung et al. 2001, Aquila et al.
2004). Assim, € possivel inferir que nas concentra¢cdes de 20 mg/ml e 40mg/ml, o
crescimento da radicula foi afetado, indicando que concentra¢des mais elevadas do extrato
possuem capacidade fitotdxica em plantulas de L. sativa.

Na variavel biomassa fresca (BF), ao comparar a concentracdo, nota-se que as
menores concentracdes foram estatisticamente iguais ao controle. Ao passo de que a partir
de 20 mg/ml* fica evidente a reducdo da biomassa (Tab.3). Tal variavel corrobora com as
analises de AR e CPA, as quais sofreram reducdo estatistica significativa a partir dessa
concentragéo.

De acordo com Cheng & Cheng (2015), os aleloquimicos podem alterar o contetido
de reguladores de crescimento de plantas ou induzir desequilibrios em varios fitohorménios,
aléem de exercerem diferentes efeitos sobre a sintese, fungdes, contetdos e atividades de
varias enzimas, assim, comprometendo o desenvolvimento das pléntulas que estdo em
contato direto e ainda, na atividade enzimética, a fosforilase, enzima envolvida na
germinacao de sementes, pode ser inibida pelo &cido clorogénico, acido caféico e catecol.
E ainda, os compostos fendlicos podem aumentar a atividade da fenilalanina amonioliase
(PAL) e da B-glicosidase, enquanto reduzem a atividade da fenol-p-glicose transferase,
inibindo assim o crescimento das raizes.

Segundo Waller et al. (1986), a cafeina € sintetizada no pericarpo, transportada e
acumulada no endosperma da semente durante o desenvolvimento do fruto e perfaz de 1 a
2% da massa seca de sementes de cafeeiro ou média de 40mM. Baumann et al. (1984)
observaram a germinacao de C. arabica, e com isso sugeriram que a cafeina presente na
semente do café teria um importante papel ecoldgico na germinacdo da espécie, pois a
mesma seria responsavel tanto por proteger as plantulas contra competidores no solo,
quanto contra os predadorespelo seu acimulo nas partes vegetativas da planta.

Por meio das analises citogenéticas foi possivel avaliar os efeitos dos extratos de
folhas e epicarpos de café sobre o material genético de L. sativa. Raizes de L. sativa
submetidas aos extratos de folhas e de epicarpos de diferentes cultivares de café

apresentaram menores indices mitoticos, diferindo estatisticamente do controle (Fig. 2).
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Figura 2: indice mitdtico (IM) de sementes de L. sativa colocadas em extrato aquoso de diferentes cultivares de C.
arabica. Colunas com a mesma cor seguida correspondem as concentragdes. Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia (Letra minGscula: Referente a concentragdo dentro de cada
tratamento/ Letra maiGscula: referente & comparacéo entre as cultivares e aos 6rgaosvegetais).

Os indices mitéticos obtidos para raizes expostas aos extratos foram
significativamente diferentes entre si de maneira dose-dependente, na qual 0 aumento da
concentragdo diminuiu a atividade mitdtica. A concentragdo 20mg/ml-1 foi a que
apresentou indices menores revelando alta porcentagem de células em interfase e baixa
porcentagem de células em divisdo. Na concentracdo de 40mg/ml* ndo foi possivel coletar
material. Os resultados encontrados nessa variavel, corroboram com os resultados
encontrados em alongamento de raiz.

O indice mitotico foi reduzido em comparacdo ao controle. Para justificar a
diminuicdo do IM, pode-se relacionar a acdo direta dos aleloquimicos nas células e as
alteracdes metabolicas provocadas pelos mesmos. Os dados do indice mit6tico obtido neste
estudo foram semelhantes ao relatado por Iganci et al. (2006) e Silva et al. (2013),
demonstraram que os extratos reduziram o indice mitético e o alongamento de raiz das
plantas testadas.

Durante o crescimento das raizes, o numero de células em divisdo no tecido
meristematico esta relacionado com a duracdo da mitose no ciclo celular. O ndmero de
células em uma fase de divisdo € proporcional ao tempo gasto por essa fase em relacao ao
comprimento total da mitose (Kietkowska 2017). As raizes tratadas com extrato de

epicarpos e folhas de diferentes cultivares de café, alterou significativamente quando
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comparadas ao controle. O nimero de células em divisdo diminuiu a medida que aumentou
a concentracao dos extratos, enquanto no tratamento controle foram observadas proporg¢des
quase iguais de células em metéfase, anafase e teldfase. Estes resultados sugerem um
aumento na duracéo do ciclo de divisédo celular nos tratamentos com os extratos.

A andlise do ciclo celular também revelou diminuicdo significativa nas alteracGes
citogenéticas nas células meristematicas de L. sativa expostas aos extratos de folhas e
epicarpos de café. Para o tratamento controle, foram observadas anormalidades
cromossdmicas nas raizes de L. sativa, entretanto, as raizes expostas aos extratos

apresentaram menor frequéncia de anormalidades cromossémicas (Fig.3).
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Figura 3: Frequéncia de anormalidades cromossémicas (FAC) de sementes de L. sativa colocadas em extrato aquoso
de diferentes cultivares de C. arabica. Colunas com a mesma cor seguida correspondem as concentracdes. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia (Letra mindscula: Referente a
concentracdo dentro de cada tratamento/ Letra mailscula: referente & comparacao entre as cultivares e aos 6rgaos
vegetais).

Em meristemas radiculares de L. sativas expostas aos extratos, a frequéncia de
anormalidades foi menor. Foram observadas anormalidades como microndcleos (MN),
pontes em anafase (PA) e telofase (PT), c-metéafases (CM), stickiness (ST), cromossomos
perdidos (CP), cromossomo atrasado em anafase (CAA) e telofase (CAT). Sendo as
anormalidades mais encontradas: micronucleos, C-metéfase, stickiness e cromossomos

perdidos (Fig. 4).



49

-
& ., £ -
€ " ~
/ S
v - .
L]
a L |
A B C D =
- - E
@« *
L4 a |
m © N
» @ 1 . ® .
Y & ®
- . £ v -
e ¥ e
w4 P
v “ < -~
< p
E & F .G CH -

Figura 4: Anormalidades cromossdmicas identificadas n.as pontas de raizes de L. sativa. (A)
C-metéfase. (B) Cromossomo perdido. (C) Ponte em anafase. (D) stickiness. (E) Microntcleo.
(F) Ponte em tel6fase. (G) Cromossomo atrasado em teldfase. (H) Cromossomo atrasado em
anafase

De acordo com Silva et al. (2015), o indice mitético e as anormalidades
cromossdmicas sao utilizados para avaliar citotoxicidade e analise de micronucleos para
verificar mutagenicidade das substancias. Os MN sdo pequenos fragmentos de DNA
encontrados no citoplasma das células, podendo originar-se por fragmentos acéntricos ou por
perda total de cromossomos na anafase, sendo produzidos por estresse genotdxico e pela
exposicao a agentes clastogénicos ou aneugénicos. Nao se prendem ao fuso mitético e com
Isso, ndo chegam aos polos celulares durante o ciclo de diviséo celular (Meneguetti 2011,
Durante & Formenti 2018).

A formacéo de MN observada neste estudo pode ser uma consequéncia de fragmentos
cromossdémicos ou cromossomos em atraso que ndo incorporam aos nucleos. Os extratos
de ambos os 6rgdos vegetais testados causaram a diminuicdo da atividade mitética e o
numero de anomalias cromossomicas.

Aragdo et al. (2017), citam que a presenca de stickness indica a formacdo de
complexos entre o agente toxico e os grupos fosfatos do DNA. Que a presenca de C-metéafase
indica efeito aneugénico, pois o fuso mitético é inativado e isso pode levar a formacao de
micronucleos. E cromossomos perdidos indicam a presenca de ligagbes cruzadas entre

moléculas de DNA e entre DNA e proteinas.
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Friedman & Waller (1983), citado Ferreira & Aquila (2000), Souza Filho, Trezzi e
Inoue (2011) e Cuadrado et al (2018), ao avaliar por 4 semanas sementes de C. arabica L.
cv. Bourbon, expostas a solucado aquosa de cafeina, observaram que houve uma reducéo de
hipocotilo e inibicdo quase que completa das raizes e ainda, a divisdo celular foi inibida e
ocorreu o bloqueio na formacéo de placas celulares. Os autores afirmam que a cafeina é
autotoxica para o café, pois é capaz de inibir a germinacdo e desenvolvimento bem como
bloguear a mitose de células em plantulas dessa espécie, alegando que a cafeina é a
principal substancia alelopatica encontrada no cafeeiro. Diante dessa afirmacao, é possivel
inferir que a cafeina pode ser um dos principais metabdlitos responsaveis pelos efeitos

fitotoxico e citotdxico dos extratos testados.

Atividade Antioxidante Enzimatica e Peroxidacéo Lipidica

As cultivares Acaia, Bourbon Amarelo e Catuai Amarelo apresentaram respostas
estatisticamente iguais tanto no ensaio de fitotoxicidade quanto no ensaio de
citotoxicidade, diante disto, escolheu-se a cultivar Catuai Amarelo, visto que o parque
cafeeiro nacional ainda tem predominancia de cultivares dos grupos Mundo Novo e Catuai
(Mapa, 2019).

Nas concentracbes 5mg/ml-t e 10mg/ml-! ndo foi observado danos ocasionados as
plantulas, provavelmente devido ao sistema antioxidativo manter o equilibrio entre a
formacdo e a degradacgdo das espécies reativas de oxigénio. Por outro lado, a concentracéo
20mg/ml-t promoveu estresse as pléantulas, estimulando acentuadamente a elevacdo da
atividade das enzimas SOD, CAT e APX (Fig. 11 A, B e C). Analisando a peroxidagdo
lipidica medida como MDA, as concentra¢Bes 10mg/ml-t e 20mg/ml-t exibiu as maiores
concentrages de MDA (Fig. 5D).
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Figura 5- (A) Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX), (B) catalase (CAT), (C) superdxido dismutase (SOD) e
(D) peroxidacéo lipidica (MDA), em raizes de plantulas em plantulas de L. sativa sob diferentes concentracdes de extrato
de folhas de C. arabica cv. Catuai amarelo.

Em condicdes de estresse, as plantas produzem espécies reativas de oxigénio (ERO),
como peréxido de hidrogénio (H202), oxigénio singleto (105), anion superéxido (02°) e
radicais hidroxila ("OH), que em condi¢Oes extremas condi¢des causam danos oxidativo
progressivo e consequentemente a morte celular (Seifikalhor et al. 2019). As espécies
reativas de oxigénio podem facilmente difundir-se pela bicamada lipidica movendo-se do
cloroplasto para o citosol (Cataneo et al. 2005). Tem sido demonstrado que as espécies
reativas de oxigénio desempenham muitos papéis multifuncionais criticos nas vias de
sinalizacéo e no desenvolvimento das plantas, incluindo resposta de defesa, morte celular,
fechamento dos estdmatos e desenvolvimento dos pelos radiculares (Azarabadi et al.
2017).

Uma analise geral dos resultados obtidos permite inferir que a elevacdo na atividade

das enzimas antioxidantes ndo foi suficiente para evitar o estresse oxidativo e eliminar a
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formacdo das espécies reativas de oxigénio que provavelmente, sdo resultantes do efeito
toxico do extrato sobre 0 metabolismo de plantulas de L. sativa refletindo na diminuicéo
do crescimento, especialmente nas maiores concentracdes do extrato de folhas de Catucai
Amarelo.

A peroxidacdo lipidica (MDA) elevou em resposta ao estresse imposto pelo aumento
da concentracdo do extrato de folhas de Catucai Amarelo. A elevacdo nos teores de
espécies reativas de oxigénio provavelmente conduziu a elevacédo da atividade das enzimas
SOD, CAT e APX. E possivel inferir que a elevacio da atividade destas enzimas néo foi
suficiente para a eliminacgdo dos radicais livres, com reflexos no aumento da concentracéo
de espécies reativas de oxigénio e consequente peroxidacao lipidica, com danos ao sistema
de membranas celulares, resultando no aumento da incidéncia de plantulas anormais que
foram observadas no ensaio de fitotoxicidade quando plantulas de L. sativa foram expostas
a concentragdo 20mg/ml-1.

Resultados semelhantes foram obtidos por Silva et al. (2017), ao avaliarem a ac¢do do
extrato de L. multiflorium sobre sementes de L. sativa. Yan et al. (2015), mostraram que
além do aumento da atividade enzimatica e da concentracdo de MDA, a utilizacdo de
artemisinina em sementes de L. sativa, promoveu a diminuic¢do significativa do IM nas
células meristematicas. De acordo Almeida et al. (2008), a acdo dos aleloquimicos esta
envolvida na inibicdo e modificacdo do crescimento ou desenvolvimento das plantas. Os
aleloguimicos podem ser seletivos em suas acdes e as plantas podem ser seletivas em suas
respostas, motivo pelo qual torna-se dificil esclarecer o modo de acdo destes compostos.
Contudo, estd comprovado que varios mecanismos de agdo dos aleloquimicos podem afetar
0s processos de respiracdo, fotossintese, atividade enzimatica, relacdes hidricas, abertura
de estdbmatos, nivel de fitohormdnios, disponibilidade mineral, divisdo e alongamento
celular, estrutura e permeabilidade de membranas e parede celular, sendo que muitos desses
processos ocorrem em funcéo do estresse oxidativo.

Alguns estudos tém demonstrado que a cafeina apresenta atividade antioxidante.
Contudo, ha controvérsias em relacéo a esta atividade (Paula et al. 2016). Segundo Birben
et al. (2012), em doses moderadas 0 estresse oxidativo parece oferecer estimulos que
ativam os sistemas de defesa antioxidante, ativando genes que codificam enzimas
defensivas, fatores de transcricdo e proteinas estruturais. Contudo, em doses elevadas, a

producdo de espécies reativas de oxigénio, vem sendo associado a mudancas nas estruturas
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do DNA, danos aos tecidos e aumento de apoptose.

CONCLUSAO

Das cultivares analisadas todas demonstraram ter efeito fitotoxico e genotdxico.
Efeito este que se deu em funcéo da concentracgéo de extrato utilizada e ndo pela cultivar ou
orgdo vegetal, embora o efeito apresentado pela folha mostrou ser mais acentuado. Foi
observado o aumento da atividade enzimatica e da concentracdo de MDA, bem como uma
diminuicdo da germinacdo das sementes de L. sativa que provavelmente estd ligada a
superproducdo de espécies reativas de oxigénio.

Em conclusdo, pode-se inferir que o extrato aquoso de folhas e epicarpos de
diferentes cultivares de C. arabica induziu a superproducdo de espécies reativas de
oxigénio, o que levou a peroxidacao lipidica, seguida da reducdo da vitalidade celular e a
parada mitética, o que provavelmente acarretou a reducdo da germinacdo e inibicdo do
crescimento de sementes de L. sativa. Diante disso, esses residuos mostram ter potencial
para o desenvolvimento de um bioherbicida, e ainda serve como uma alerta aos produtores
que costumam dispor os epicarpos em lavouras alegando que 0s mesmos podem ser usados
como adubos.
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