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RESUMO

O extrato bruto obtido da casca de café propicia tanto o estimulo quanto a inibi¢do no
desenvolvimento de plantas. Algumas plantas daninhas apresentam seu desenvolvimento
inibido quando exposta ao extrato da casca de café. Assim, o objetivo no presente trabalho foi
avaliar o efeito alelopatico do extrato liquido da casca de café no desenvolvimento fisiol 6gico
de sementes de braquiaria. Foram analisadas 5 concentracfes do extrato da casca de café: 0%,
5%, 10%, 15% e 100%. Para obter o extrato liquido, os residuos de casca de café foram imersos
em agua destilada por 24h na proporcéo de 200 g/1.000 mL. Posteriormente, as cascas de café
foram peneiradas a fim de obter o extrato com concentracdo de 100%. As demais concentracoes
(5%, 10% e 15%) foram obtidas através da diluicdo em &gua destilada. O teste de germinacgéo
foi realizado em papel tipo “germitest” umedecido com o extrato liquido de acordo com a
concentracao na quantidade de duas vezes e meia o peso do papel seco. A avaliagdo ocorreu no
vigésimo primeiro dia. O indice de velocidade de germinacéo foi realizado concomitantemente
ao teste de germinacéo contabilizando diariamente o nimero de plantulas normais. A primeira
contagem de germinacéo foi realizada utilizando-se a mesma metodologia descrita para o teste
de germinacdo, sendo contabilizada a porcentagem de plantulas normais aos sete dias apds a
semeadura. Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado com quatro repetigdes. A
avaliacdo enzimatica foi realizada com plantulas aos 0, 7, 21 dias de germinagdo e mantidas no
deep freezer a menos 86 graus. As plantulas foram maceradas e submetidas a técnica de
eletroforese para a determinacdo de enzimas superédxido de dismutase (SOD) e catalase (CAT).
A germinacdo de sementes de braquiaria ndo apresentou diferenca significativa quando o papel
é umedecido com extrato de casca de café concentrado a 100% e quando se utiliza apenas agua
destilada. Ha incremento no indice de velocidade de germinacdo quando o papel do teste de
germinagao é umedecido com extrato de casca de café nas concentragGes de 5%, 10% e 100%.
Na primeira contagem de germinacdo, as concentracoes de 5%, 10% e 100% sao
estatisticamente superiores as demais. Assim, o0 uso do extrato da casca de café em
concentracdes de 5%, 10% e 100% favorecem a velocidade de germinagédo e a formacéo de
plantulas normais de sementes de braquiaria. O tempo interferiu diretamente nas atividades
enzimaticas da superoxido de dismutase (SOD) e catalase (CAT). Para SOD o tempo interferiu
no aumento de suas expressdes enzimaticas e para CAT o tempo interferiu para diminuicdo das

expressdes enzimaticas.

Palavras-chave: Urochloa spp ,Germinacédo ,Avaliacdo Fisiologica



ABSTRACT

The crude extract obtained from the coffee husk provides both stimulation and inhibition in the
development of plants. Some weeds have their development inhibited when exposed to coffee
husk extract. Thus, the objective of the present study was to evaluate the allelopathic effect of
the liquid extract of the coffee husk on the physiological development of Brachiaria seeds. The
experiment was conducted at the Central Seed Laboratory at the Federal University of Lavras,
Lavras MG. Five concentrations of coffee husk extract were analyzed: 0%, 5%, 10%, 15% and
100%. To obtain the liquid extract, the coffee husk residues were immersed in distilled water
for 24 hours at a rate of 200 g/ 1,000 mL. Subsequently, the coffee husks were sieved in order
to obtain the extract with a concentration of 100%. The remaining concentrations (5%, 10%
and 15%) were obtained by diluting with distilled water. The germination test was performed
on "germitest” paper moistened with the liquid extract according to the concentration in the
amount of two and a half times the weight of the dry paper. The evaluation took place on the
21st day. The germination speed index was carried out concurrently with the germination test,
daily counting the number of normal seedlings. The first germination count was performed
using the same methodology described for the germination test, with the percentage of normal
seedlings counting to seven. days after sowing. A completely randomized design with four
replications was used. The enzymatic evaluation was carried out with seedlings 1, 7, 21 days of
germination and kept in the deep freezer at less than 86 degrees. The seedlings were macerated
and submitted to the electrophoresis technique for the determination of superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) enzymes. Germination of brachiaria seeds showed no significant
difference when the paper is moistened with 100% concentrated coffee husk extract and when
only distilled water is used. There is an increase in the germination speed index when the role
of the germination test is moistened with coffee husk extract in concentrations of 5%, 10% and
100%. In the first germination count, the concentrations of 5%, 10% and 100% are statistically
higher than the others. Thus, the use of coffee husk extract in concentrations of 5%, 10% and
100% favors the speed of germination and the formation of normal seedlings of brachiaria
seeds. Time directly interfered with the enzymatic activities of superoxide dismutase (SOD)
and catalase (CAT). For SOD, time interfered in the increase of its enzymatic expressions and
for CAT, time interfered in the decrease of enzymatic expressions.

Keywords: Urochloa spp, Germination ,Physiological Evaluation.
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1 INTRODUCAO

A alelopatia é um efeito que pode ocorrer em todos 0s organismos vivos, entretanto,
ocorre de maneira mais evidente nos vegetais. O efeito alelopatico consiste na capacidade que
0S organismos vegetais possuem de liberar substancias quimicas no meio, trazendo resultados
benéficos ou danosos aos demais organismos vegetais presentes no ambiente (CORSATO et
al., 2010). Se um determinado vegetal tem a capacidade de reduzir o crescimento de outros ao
seu redor através da liberagdo de “aleloquimicos” no solo, este efeito pode trazer vantagens a
planta que libera estas substancias, como maior crescimento, devido a possibilidade de maior
acesso a nutrientes, agua e luz (MAY et al., 2011).

O efeito aleloquimico, além de inibitério ou benéfico, pode ser direto ou indireto. Nesse
processo, as plantas liberam no meio, metabdlitos primarios e secundarios, atraves de suas
folhas, raizes e residuos vegetais, para outras plantas relativamente préximas (LEGNAIOLI,
2019). Esta provado que as plantas produzem substancias quimicas com propriedades. A
alelopatia, pode estimular ou inibir certas plantas (Especificidade). Essas substancias foram
descobertas e distribuidas em diferentes 6rgdos da planta e em suas diferentes concentragdes
Ciclo de vida (periddico). Quando essas substancias sao liberadas em quantidades suficientes,
podem causar efeitos alelopaticos, que podem ser observado durante a germinacao, crescimento
inicial e / ou desenvolvimento e microorganismos estabelecidos (CARVALHO, 1993).Nos
casos em que os resultados sdo negativos, ou seja, as liberacbes de compostos quimicos
prejudicam outros vegetais, configura-se como uma estratégia de sobrevivéncia da planta
(VILELA, 2009).

A alelopatia se apresenta como uma opcédo a ser usada em complemento aos métodos
convencionais de controle de plantas daninhas, e até mesmo de insetos e microrganismos
indesejados no meio agricola. Como € alternativa “natural”, esta pode ser usada aliada a outros
métodos de manejo, sem ocasionar contaminagdes do solo e &gua, ou seja, de forma sustentavel,
pois os residuos se degradam com mais rapidez do que os residuos sintéticos(SANTOS et al.,
2008) . A técnica de extracdo de aleloquimicos consiste em imergir materiais frescos ou secos
em um solvente por um determinado periodo de tempo e, em seguido da filtragem para obter
um extrato. Esses extratos podem ser feitos de qualquer planta ou érgéo, inteiros ou triturados.
O solvente mais utilizado na extracdo € a agua destilada, seguido dos solventes organicos com
diferentes polaridades (FISCHER & KUMMER, 1993).



A espécie Urochloa decumbens € uma forrageira, com grande producao de massa foliar
de boa qualidade, resistente ao pastejo e que protege o solo contra erosdo. As areas onde a
espécie foi introduzida como forrageira, ao se transformar essas terras em lavouras, o capim-
braquiaria passa a se constituir num importante infestante (KISSMANN, 1997). As pastagens
cultivadas sdo a base da producdo da pecuaria bovina de corte no Brasil. O género Urochloa
agrupa as cultivares de gramineas forrageiras mais importantes para a producéo de carne bovina
(BARBOSA, 2006).

O cafeeiro (Coffea arabica L.) pertence a familia Rubiaceae, ¢ um arbusto lenhoso com
atividades alelopaticas, farmacoldgicas e toxicoldgicas, cujas folhas e frutos sdo ingredientes
comumente utilizados. Os aleloquimicos de diversas espécies de café, possuem quantidades de
cafeina, teobromina e teofilina, em extratos aquosos de endosperma de frutos maturos e
imaturos. A cafeina foi o alcaldide presente em quantidades maiores, tendo inclusive
concentracdes que foram em geral similares em frutos maturos e imaturos (MAZZAFERA et
al., 1991).

Diante disso é de grande interesse a avaliacdo dos efeitos da dos residuos sobre o
desenvolvimento de demais espécies de organismos vivos como sementes e plantas. Sendo o
Brasil reconhecido como o maior produtor e exportador de café mundialmente; os residuos
vegetais como a casca de café e a de arroz sdo aproveitados em diferentes cultivos com
finalidade de controlar as plantas invasoras, explorando seus potenciais alelopaticos. Existem
muitos beneficios com a aplicacdo da casca de café devido a capacidade de fornecimento de
nutrientes, aumentando assim a produtividade, ja que esses residuos sdo ricos em matéria
organica, e também sdo fontes naturais de potassio e nitrogénio (SANTOS et al., 2001; MAY
etal., 2011).

Devida a proporcdo do mercado de café, é necessario a realizacdo de pesquisas que
visam 0 aproveitamento maximo deste grao e dos residuos resultantes de todo o seu processo
de beneficiamento. Deste modo, o presente trabalho visou avaliar a germinacao de sementes de
braquiaria (Urochloa decumbens) sobre o efeito do extrato liquido da casca de café em
diferentes concentracdes e atividade das enzimas nas sementes submetidas a ao extrato liquido

da casca de cafe, a superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura da braquiaria

A braquiaria decumbens (Urochloa decumbens) € um género boténico pertencente a
familia Poaceae e subfamilia Panicoideae, destacando-se principalmente por ser fonte de
alimento para rebanhos bovinos, pelo elevado teor de fibras, energia, proteinas, minerais e
vitaminas que apresenta (REZENDE et al., 2011; SILVA, 2012, p.302). Atualmente esse género
pode ser denominado taxonomicamente como Urochloa, pois alguns autores questionam a
validade do nome Brachiaria (TORRES GONZALES; MORTON, 2005).

A introducdo das espécies do género no Brasil, iniciou-se de maneira involuntaria
durante a época colonial, quando plantas eram utilizadas como leito para escravos em navios
negreiros (NANI, 2015; FERREIRA, 2019). A partir do ano de 1952, oficializou-se a
introducdo da Uroclhoa spp. no pais pelo Instituto de Pesquisa Agropecuaria do Norte
(IPEAN), sendo a U. decumbens a primeira espécie introduzida (KARIA; DUARTE; ARAUJO,
2006; FERREIRA, 2019). O género Urochloa, segundo Silva e Ferrari (2012), é uma graminea
perene, de caule subterrdneo do tipo rizoma, planta cespitosa, apresentando folhas com laminas
lineares lanceoladas, pilosas na fase ventral e glabras na fase dorsal e pelos na por¢édo apical
dos entrenos e bainhas; as por¢des laminares sdo largas e longas, com pubescéncia somente na
fase inferior.

Na década de 1970 deu inicio a uma significativa implantacdo de pastagens no Brasil,
nesse processo as sementes se tornaram a principal forma de propagacdo em substituicdo ao
plantio de mudas. I1sso ocorreu devido a semeadura em grande escala das sementes de braquiaria
nas areas de cerrado o que proporcionou um forte aumento nas areas com pastagens no Brasil
(ZIMMER & EUCLIDES, 2000). O Brasil devido a sua intensa atividade pecuaria €
considerado o maior consumidor e exportador de sementes forrageiras tropicais (SOUZA, 2002
apud LAURA, 2009, p. 326). As pastagens cultivadas sdo a base da producdo da pecuéaria
bovina de corte no Brasil. O género Uroclhoa agrupa as cultivares de gramineas forrageiras
mais importantes para a producéo de carne bovina.

Com relacdo aos aspectos de qualidade das sementes de braquiaria de maneira geral, as
sementes de gramineas forrageiras demonstram baixa qualidade fisica e fisiol6gica, quando
comparadas as de grandes culturas (TOMAZ et al., 2010 apud FERREIRA, 2019, p.15). A

baixa qualidade pode devida a desuniformidade de maturacdo das sementes na planta e a
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colheita por varredura, ja que ocorre mistura de terra com as sementes ap0s a degrana natural e

a colheita que é realizada por varredura (HESSEL et al., 2012).

2.2 Café no Brasil e no mundo

O café é uma planta originaria do continente africano, das regides altas da Etiopia, onde
ocorre espontaneamente como planta de sub-bosque. Desta regido, o café foi levado para a
Aréabia, e, posteriormente, para o Egito, no século XVI. Depois, para a Turquia, €, apenas, no
século XVII chegou a Europa. O café era consumido por diversas classes sociais, inclusive por
intelectuais. Foram os holandeses que disseminaram o café pelo mundo que pode chegar as
Américas. Inicialmente transformaram suas colonias nas Indias Orientais em grandes
plantagdes de café e junto com franceses e portugueses transportaram o café para a
Ameérica(Clube café, 2020).

Atualmente o Brasil é considerado um dos maiores produtores e exportadores de café e
também classificado como entre os maiores consumidores do produto, mas o pais alcangou seu
auge de producdo e exportacdo XIX. No mundo existem diversas espécies de café que séo
consumidas, entretanto, a espécie Coffea arabica L. e a Coffea canephora Pierre, também
chamado de “Conillon”, sdo as mais utilizadas em blends de café (Clube café, 2020).

A espécie Arabica é considerada o café de maior qualidade, pois combina varios fatores
de qualidade, como aromas e sabores, que trazem agregacdo de valor ao produto.
Internacionalmente o maior valor agregado facilita a aceitacdo internacional do produto. O café
Robusta é classificado como de qualidade inferior ao Arébica, e consequentemente, seu preco
reflete isso, tornando-se inferior ao do tipo arabica (ROSA, 2008).

O processo de producéo cafeeira no Brasil e no mundo envolve uma série de processos
como a producdo em campo, recepcdo dos gréos, beneficiamento dos gréos, torrefacao,
moagem, embalagem e rotulagem. Este processamento constitui 0 processo de pos-colheita do
café (EMBRAPA, 2004).

2.3 Residuos do beneficiamento do café

De acordo com o Manual de Seguranca e Qualidade para a Cultura do Café (2004) da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), o beneficiamento é uma operagao

pos-colheita que transforma, pela eliminacdo das cascas e separacdo dos graos, o fruto seco
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(coco ou pergaminho) em graos de café que passam a ter a denominacéo de café beneficiado
ou café verde (EMBRAPA, 2004).

O beneficiamento de café configura-se como um conjunto de operacGes em que 0
objetivo é obter lotes homogéneos que atendam padrées de comercializacdo e ou
industrializacdo (REZENDE; ROSADO; GOMES, 2007; MATIELLO et al., 2002).

Preferencialmente, o beneficiamento deve ocorrer a partir do 15° dia apds secagem. 1sso
para que haja estabilizacdo de propriedades fisico-quimicas do café que afetam a qualidade da
bebida final (SILVA, 1995; SILVA; BEBERT, 1999; SILVA 1991).

A palha ou residuo gerado durante o beneficiamento de café é composto de epicarpo
(casca), mesocarpo (polpa ou mucilagem), endocarpo (pergaminho) e pelicula prateada
(MATIELO, 1991). No processo de despolpa do grdo por via seca, obtém-se como residuo, a
casca, a polpa e o pergaminho. Este conjunto € comumente chamado de casca e constitui,
aproximadamente, 50% do fruto seco colhido (BARTHOLO et al.,1989). Quando a despolpa é
feita por via Umida, a primeira etapa tem como residuo a casca e a polpa, e na segunda, 0
pergaminho, que representa 12% do fruto colhido.

Estima-se que no processo de beneficiamento dos gréos de café 50% em massa sao
considerados residuos (BRAHAN e BRESSANI, 1978). Desta forma, imagina-se que em ano
de recorde de safra, como ocorrido em 2018, a quantidade de residuos gerados foi praticamente
0 dobro da produtividade do ano, ou seja, 122.4 milhGes de sacas de café, que equivalem a
7.344 milhdes de kg.

2.4 Efeitos alelopaticos da casca do café

O extrato bruto obtido da casca de café propicia o estimulo e a a inibicdo no
desenvolvimento das plantas testadas. A caracterizacdo fitoquimica do extrato aquoso de casca
de café apontou como principais classes de substancias presentes: acidos fixos, alcaldides,
aminogrupos, cumarinas, esterdides, glicosideos flavonicos e taninos (MAY et al., 2011).

Na determinacdo do potencial alelopatico de uma planta, recorre-se com frequéncia a
técnica dos extratos aquosos e organicos (ALMEIDA, 1988). Seu procedimento basico,
consiste da formulagdo de um extrato de uma planta ou suas partes, quer seja fresca ou seca, 0
qual é aplicado sobre a semente de outras espécies. Esta técnica realizada em laboratorio e casa
de vegetacdo é considerada simples e usual, fundamentada na capacidade de contribuir para

isolar o efeito alelopatico de outras interferéncias (GOMIDE, 1993).
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A preferéncia da utilizacao do extrato aquoso em testes alelopaticos, consiste na procura
de similaridade com a lixiviacdo na natureza, cujas substancias quimicas que se encontram em
plantas ou residuos, geralmente sdo lixiviadas pela chuva e orvalho em quantidades
significativas para o solo (MEDEIROS, 1989).

Ensaios com extratos aquosos de folhas de cultivares de café Acaia, Catuai e Itacu, sobre
a germinacao de sementes e desenvolvimento de plantulas de alface, conduzidos por Alves,
Mendes e Gomide (1997), revelaram que as folhas do cafeeiro mostraram potencial alelopatico,
inibindo a germinacdo de sementes, a 12% de concentracgdo, reduzindo bastante a altura das
plantulas e comprimento da raiz, havendo diferenciacdo de acdo alelopatica entre as cultivares
de cafe.

Em ensaio de laboratorio, Chou e Waller (1980a), testaram a fitotoxicidade dos
alcaloides cafeina, teobromina, teofilina e paraxitina presentes no cafe, sobre o crescimento da
radicula de alface (Lactuca sativa L.), pela aplicacdo de solu¢do aquosa em 4 concentracdes
(100, 200, 300 e 400 ppm), tendo a agua destilada como testemunha. Verificaram que ap6s 48
horas a temperatura de 25 °C, efeitos inibitorios desses compostos, destacando-se a cafeina com

maior tendéncia de inibig&o.

2.5 Qualidade fisiologica das sementes forrageiras

A qualidade fisioldgica da semente pode ser definida como a capacidade de desempenhar
funges vitais, caracterizada pela germinacao, vigor e longevidade, que afeta diretamente a
implantagdo da cultura em condi¢des de campo (POPINIGIS, 1977). Alguns resultados de
pesquisa mostram que a baixa qualidade fisioldgica de sementes pode resultar em reducdes na
velocidade e emergéncia total, desuniformidade de emergéncia, menor tamanho inicial de
plantulas, producdo de matéria seca e na area foliar (KHAH et al., 1989; SCHUCH, 1999;
HOFS et al., 2004; KOLCHINSKI et al., 2006).

A qualidade fisiologica de uma semente é avaliada por duas caracteristicas fundamentais,
a viabilidade e o vigor (POPINIGIS, 1977). A colheita de sementes de braquiaria pode ser
realizada em cacho, entretanto, devida a elevada porcentagem de sementes imaturas e
malformadas, os produtores optam preferencialmente pelo método de varredura (NERY et al.,
2012). Diante disso a colheita por varredura prejudica de maneira direta a qualidade fisica e
sanitaria das sementes (HESSEL et al., 2012; MELO et al., 2016).



14

A viabilidade € determinada através do teste de germinacgao, que tem por objetivo avaliar
a maxima germinacdo da semente. Enquanto, o vigor compreende um conjunto de
caracteristicas que determinam o potencial fisiolégico das sementes, sendo influenciado pelas
condicdes de ambiente e manejo durante as etapas de pré e pos-colheita. Os fatores ambientais
como luz e temperatura sdo considerados os principais fatores no controle da germinacéo,
principalmente em sementes pequenas (BEWLEY; BLACK, 1994). Os fatores externos aos
quais as sementes sdo submetidas influenciam diretamente no desenvolvimento das sementes
(VIEIRA e CARVALHO, 1994). O teste de germinacdo consiste na avaliacdo e quantificacao
do nimero de plantulas normais obtidas através teste realizado sobre condi¢cbes ideais a

germinacdo de acordo com cada espécie.

2.6 Analise enziméatica de sementes

A germinacdo de sementes consiste na reativacdo do metabolismo e crescimento do
embrido por meio de eventos metabdlicos ordenados, cada um deles apresentando exigéncias
préprias quanto a temperatura, principalmente porque dependem da atividade de sistemas
enzimaticos especificos (BEWLEY; BLACK, 1994).

Os componentes enzimaticos do sistema de defesa antioxidante sdo compostos por varias
enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), guaiacol, essas
enzimas trabalham nos compartimentos subcelulares e respondem conjuntamente quando
sofrem estresses oxidativos. A SOD ¢ a responsavel por um papel central na defesa contra o
estresse oxidativo em todos os organismos aerébicos (SCANDALIOS, 1993; SHARMA, 2012).
A enzima SOD pertence ao grupo das metaloenzimas e catalisa a dismutagédo em O2 e H,0,.
Estd presente na maioria dos compartimentos subcelulares que geram oxigénio ativado
(FRIDOVICH, 1989). A elevada atividade da SOD ¢ frequentemente correlacionada com o
aumento da tolerancia da planta contra estresses ambientais.

Dentre as enzimas oxidativas a CATALASE (CAT) foi a primeira enzima a ser
descoberta e caracterizada. E uma enzima contendo heme tetramérica ubiqua que catalisa a
dismutacdo de duas moléculas de H.O2 em agua e oxigénio e possui uma alta especificidade. A
CAT tem a capacidade de sequestrar H,O, gerado nos perdxissomos durante a oxidagédo
fotorrespiratoria, B- oxidacdo de acidos graxos e outros sistemas enzimaticos, como XOD que
fica junto a SOD (GUPTA, 1993; SHARMA, 2012). Os peroxissomos sdo provavelmente os

principais locais de producédo de H20O- intracelular, como resultado de seu tipo de metabolismo
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essencialmente oxidativo (DEL RI'O et al., 2006). Estresses ambientais podem resultar em um
aumento ou diminuicdo da atividade da CAT, dependendo do tipo e da intensidade do estresse
causado (MOUSSA e ABDEL-AZIZ, 2008).
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3 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi no laboratério de sementes (LAS) do Departamento de Agricultura
da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Adotou-se o delineamento inteiramente
casualizado, onde sementes de braquiaria (Urochloa decumbens) foram submetidas as
diferentes concentracdes do extrato liquido da casca de café, sendo elas: 0, 5, 10, 15 e 100%.

Para obter o extrato liquido da casca de café, foi realizado o procedimento em que 0s
residuos de casca de café foram imersos em agua destilada durante um periodo de 24h na
proporcdo de 200 g/1000 ml. As cascas de café imersas passaram pela peneira e foram filtradas
para se obter o extrato na forma liquida, com isso, obteve-se a solu¢éo inicial a 100% (estoque),
dessa solucdo obteve-se as demais concentracdes (5, 10, 15%) pela diluicdo do extrato liquido
em agua destilada. A solucdo a 0% constituida apenas de agua destilada, foi usada como
controle. O experimento foi dividido em duas etapas, analises fisiologicas e analises

enzimaticas.
3.1 Anadlises fisioldgicas

Para a braquiaria, o teste de germinacao foi realizado de acordo com as prescri¢cdes das
Regras para Analise de Sementes (RAS) (Brasil, 2009), sendo 0 método realizado em papel do
tipo “mata-borrdo”, umedecido com agua destilada na quantidade de duas vezes e meia a massa
do papel seco como testemunha.

Para todos os tratamentos foram utilizadas 5 repeti¢6es de 50 sementes de braquiaria. A
semeadura foi realizada sobre 2 folhas de papel tipo mata borrdo. Apds o preparo das
concentracdes, as folhas foram embebidas com o extrato liquido de casca de café a 2,5x 0 peso
do papel seco.

As sementes de braquiaria foram colocadas em uma caixa plastica de germinacéo, do
tipo gerbox (2 papéis mata-borrdo por gerbox), em seguida foram colocadas em camaras tipo
BOD (Biological Oxygen Demand), com temperatura alternada, 25°C por 16h e 30 °C por 8h.

A avaliacOes para determinar a porcentagem de germinacéo, foi calculada pela formula (1):

_ W
G = 15 X 100 1)
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Em que: N = nimero de sementes germinadas ao final do teste (resultados expressos em
porcentagem), e foi feita a contagem inicial e a final de plantulas, ambas de acordo com 0s
critérios estabelecidos nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Para as sementes
de braquiaria, a primeira contagem foi realizada os 7 dias e a final aos 21 dias ap6s a semeadura.

Concomitante ao teste de germinagdo foram coletados os dados para o indice de

velocidade de germinacéo (1VG) diariamente, calculado pela férmula (2):

IVG = 2’:—; )

3

Em que: ni = nimero de sementes que germinaram no tempo ‘i’; ti = tempo apods
instalag¢do do teste; i=1 — 21 dias. Unidade: adimensional através da quantificacdo do numero
de sementes protundidas por dia em relacdo ao total (MAGUIRE, 1962). A analise de variancia
dos dados das analises fisiologicas e as comparacdes de medias foram efetuadas pela aplicacédo

do teste de Tukey (5%) com a utilizagao do software estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2000).
3.2 Anélises enzimaticas

Os tratamentos foram realizados com diferentes concentracdes de extrato liquido da
casca de café 0, 7 e 21 dias apds a semeadura, conforme especificado na tabela 1. Para a
avaliacdo enzimatica foram coletadas 15 sementes e plantulas aleatoriamente a cada

concentracao do extrato e armazenadas em deep freezer a — 86 °C.
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Tabela 2 — Tratamentos de sementes e plantulas de braquiaria submetidas a diferentes
concentracdes de extrato liquido da casca de café a 0, 7 e 21 dias ap6s a semeadura
para avaliacdo enzimatica da catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD).

Identificacdo dos materiais

Tratamentos Concentracéo da solucéo estoque (%) Tempo (dias)
1A 0 0
2B 5 0
3C 10 0
4D 15 0
SE 100 0
6A 0 7
7B 5 7
8C 10 7
9D 15 7
10E 100 7
11A 0 21
12B 5 21
13C 10 21
14D 15 21
15E 100 21

Fonte: Do autor (2021).

As sementes e plantulas de braquidria foram maceradas na presenca de
polivinilpirrolidona - PVP e nitrogénio liquido em cadinho de porcelana. Depois de serem
maceradas foram armazenadas 100 mg do material a temperatura de — 86 °C, em microtubos de
1,5 ml, no deep freezer. Foram separadas as amostras de cada tratamento para analise
enzimatica.

Foi realizada a analise enzimatica da catalase (CAT) e da superédxido dismutase (SOD).

A extracdo das enzimas foi realizada com o tampéo Tris HCI 0,2M pH 8,0 + (0,1% de P



19

mercaptoetanol), na propor¢do de 250 uL por 100 mg do material. O material foi
homogeneizado em vortex e mantido por 12 horas, em geladeira, seguido de centrifugacao a
14.000 rpm por 30 minutos, a 4 °C.

A corrida eletroforética foi realizada em sistema de géis de poliacrilamida descontinuo
a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema gel/eletrodo utilizado foi o Tris-
glicina pH 8,9. Foram aplicados 60 uL do sobrenadante das amostras no gel. Terminada a
corrida, os géis foram revelados conforme Alfenas et al. (2006). Para cada enzima (CAT e
SOD) um Zimograma (imagem revelada do gel de poliacrilamida) foi obtido para observar a
intensidade das bandas.

O Zimograma foi quantificado com auxilio do software ImageJ®, na unidade pixels que
gerou gréaficos com as expressdes das bandas, foram utilizadas trés repeticdes desses valores. A
analise dos dados de expressdes enzimaticas foi realizada em Scott knott com a utilizacdo do
software estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Testes para avaliacdo da qualidade fisiologica

Para a porcentagem de germinacdo observou-se valores distintos a depender da
concentracdo (Tabela 2). Na concentracdo a 0% (testemunha) e 100%, obteve-se as maiores
porcentagens de germinacdo de 91%. Segundo Inderjit; Dakshini (1995), o crescimento de
plantulas ¢ mais largamente utilizado para avaliar os efeitos alelopaticos em bioensaios de
laboratério, o que pode ser justificado pela maior sensibilidade a aleloguimicos do que a
germinagdo, o que pode justificar a porcentagem de germinacao ter sido igual estatisticamente
comparada a 0%. Semelhantemente ao que foi observado por Fagioli et al. (2000) que ndo
constataram diferenca significativa entre os tratamentos na germinagdo de sementes de guandu
com extrato de braquidrias entre os tratamentos na germinacdo de sementes de guandu com
extrato de braquiarias.

Nas concentracGes de 10 e 15%, constatou-se 0s menores valores de germinacgao de 67%
e 57% em relacdo as demais (Tabela 2). Esses resultados demonstram uma inibi¢do no processo
germinativo. Os resultados obtidos concordam com o que foi relatado por Lorenzi (2000), de
que a acdo alelopatica de extratos aquosos pode ser tanto inibitéria como estimulante ao
crescimento de outras plantas, o que justifica aos valores menores de germinagao apresentados.
Em contrapartida, Barreiro (2005), afirma que o extrato aquoso da parte aérea de barbatimao
ndo afetou significativamente a porcentagem de germinacdo de pepino, nas concentracoes
utilizadas, fervido ou nao apresentando valores de germinacdo proximo a 100%. May (2011)
notou resultados semelhantes, a aplicacdo do extrato da casca de café em placas de Petri ndo
inibiu totalmente a germinacdo nos tratamentos com C. sativus. Contudo, houve reducéo de

formagao de plantulas normais.
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Tabela 3 - Valores de médias porcentagem de germinacéo, indice de velocidade de
germinacdo (IVG) e primeira contagem de sementes de braquiaria
(Urochloa decumbens) em diferentes concentracdes de extrato liquido de
casca de cafe.

Concentracdo (%) Porcentagem de Germinacao IVG Primeira contagem
0 9la 7,72b 60b
5 81b 9,69a 8la
10 67c 8,33ab 67ab
15 57¢ 7,07b 57b
100 9la 8,04ab 70ab
cv 5,84% 10,42% 11,21%

Médias seguidas de letras minusculas na coluna nao diferem entre si a 5% de
significancia pelo teste de Tukey.
Fonte: Do autor (2021).

Os resultados do indice de velocidade de germinacdo (tabela 2) sdo maiores na
concentracdo de 5, 10 e a 100%, mas o tratamento a 0, 10, 15 e 100% n&o diferem
estatisticamente entre si. Assim os tratamentos com concentra¢fes do extrato liquido da casca
de café resultaram em maiores velocidades de germinacdo das sementes. De acordo com
Ferreira (2004), o qual afirma que a porcentagem final de germinagdo geralmente é menos
influenciada pela presenca dos compostos alelopaticos em baixas concentraces enquanto o
tempo médio e a velocidade média de germinagdo sdo mais sensiveis, resultando em alteracfes
na curva de germinagdo. E Segundo McCalla ; Haskins (1964), citados por Marques (1992),
constataram que substancias consideradas inibitorias para o processo germinativo tem efeito
estimulante sobre esse processo em concentracdes inferiores, com os inibidores parecendo agir
sobre a atividade enzimatica e outras atividades fisioldgicas da planta o que justifica a variagdo
do indice de velocidade de germinacdo. Segundo Santos et al. (2002), o extrato de casca de
café, ao longo do periodo de avaliagdo, promoveu maior incremento da altura da planta de
caruru, principalmente a partir da concentracdo 10%. Este estimulo ao crescimento do caruru
pode estar relacionado em parte, ao efeito provocado pela substancia alelopatica cafeina.

Os valores de primeira contagem (Tabela 2) foram maiores na concentragdo de 5, 10 e
100% e constatou-se um incremento no valor médio de primeira contagem em relagéo a 0%.

Houve o0 aumento de nimero de plantulas na primeira contagem nos tratamentos com extrato
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liquido de casca de café. Segundo Kitou ;Yoshida (1997) estudaram os efeitos dos restos
vegetais do café no crescimento de varias plantas e descobriram que a taxa de crescimento das
plantas de feijdo, soja e alface aumentou significativamente, enquanto a taxa de crescimento do
trigo, milho e certas espécies de ervas daninhas diminuiu. Esses autores descobriram que 0s
residuos do café tém um maior efeito estimulante sobre o crescimento de plantas de folhas
largas ou dicotileddneas. Neste experimento o extrato liquido da casca de café em
concentracdes de 5%, 10% e 100% favorecem o rapido desenvolvimento e a formacdo de
plantulas normais de sementes de braquiaria.

Entretanto, Fetene ; Habtemariam (1995) constataram que extratos de folhas e frutos de
café inibiram a germinacdo da alface e atribuiram esse efeito a presenca de cafeina (um
alcaldide), que apresenta maior teor nos frutos do café (MAZZAFERA et al., 1991). Os
resultados estimuladores podem ser justificados pelo que afirma Gomide (1993) que citou a
visdo de Lorenzi (1983) de que a alelopatia dos extratos aquosos ndo apenas tem um efeito

inibitério, mas também estimula a germinacédo ou o crescimento de outra planta.
4.2 Expressdo das isoenzimas
Nos resultados da analise enzimatica foi observado uma maior expressdo enzimatica da

superdxido dismutase (SOD), com o decorrer do tempo, como demonstra 0 zimograma da
(SOD) (Figura 1).
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Figura 1- Expressdes das enzimas superéxido dismutase (SOD) em sementes de Uroclhoa
decumbens submetidas as concentra¢des do extrato de café 0, 5, 10, 15 e 100% no tempo de 0,

7 e 21 dias nos tratamentos 1 ao 15.
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Figura 2 - Expressdes das enzimas catalase (CAT) em sementes de Uroclhoa decumbens
submetidas as concentragdes do extrato de café 0, 5, 10, 15 e 100% no tempo de 0, 7 e 21 dias

nos tratamentos 1 ao 15.
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As plantas possuem um mecanismo em resposta a producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs), para minimizar e realizar a remogdo dos efeitos toxicos. Varias
pressdes ambientais podem levar a producdo excessiva de EROs levando a danos oxidativos
progressivos e, por fim até a morte celular. Essas possuem um sistema enzimatico formado
pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), peroxidase e a catalase (CAT) (CHOUDHARY;
KUMAR; KAUR, 2019; OLIVEIRA, 2020). De maneira geral as plantas tém mecanismos de
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desintoxicacdo de EROs sendo a SOD a primeira linha de defesa contra radicais livres
(TESSUTTI et al., 2013; ASSIS, 2017).

Constatou-se uma maior expressao enzimatica nos tratamentos 12, 13 e 14, nas
respectivas concentracbes de 5%, 10% e 15%, no tempo de 21 dias (Figura 1). O que
possivelmente ocorreu devido o progressivo aumento das atividades metabdlicas internas na
semente ao longo do seu desenvolvimento, o que reflete diretamente na atividade enzimatica
da SOD. De acordo com Sharma et al. (2012) o aumento da atividade da SOD geralmente esta
relacionado ao aumento da tolerancia da planta ao estresse ambiental. Sugere-se que a SOD
seja usada como um critério de selecdo indireta para selecionar materiais vegetais resistentes a
seca, 0 que justifica a sua maxima expressdo ser aos 21 dias apos a semeadura.

Nos tratamentos 3, 4 e 5, nas respectivas concentragdes 10, 15 e 100%, no tempo de 0
dias constatou-se as menores expressdes enzimaticas (Figura 1). A SOD considerada a primeira
linha de defesa contra EROs, realiza a dismutacdo dos ions superédxido (O27), com a formacéo
de peroxido de hidrogénio (H20.), catalisando a remocdo do O2". O H,O, formado pela reacéo
da SOD ¢ dismutado em agua (H20) e O, por meio das enzimas; a baixa expressao da enzima
CAT e POX (PAUL; ROYCHOUDHURY, 2017; CHOUDHARY; KUMAR; KAUR, 2019;
LIU; SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019; OLIVEIRA, 2020). De acordo com
Gupta et al. (1993) a producdo de superoxido dismutase (SOD) leva a uma maior tolerancia das
plantas ao estresse oxidativo, como os tratamentos 3, 4 e 5 se referem ao periodo de 0 dias,
possivelmente houve uma menor intensidade das atividades metabolicas o que resultou na baixa
expressao enzimatica. Os tratamentos 7, 8 e 9 nas respetivas concentraces 5%, 10% e 15% aos
7 dias se mantiveram numa faixa média de expressdo enzimatica.

A catalase (CAT), apresentou sua maior expressdao enzimatica como demonstra
zimograma da CAT, nos tratamentos 3 a 15%, 9 a 15% e 7 a 5% respectivamente a 0 e 7 dias.
A atividade respiratéria € a primeira atividade metabdlica observada nas sementes apos a
reidratacdo, desde uma taxa proxima a zero até valores elevados em um tempo curto,
dependendo da espécie (DODE et al., 2013). A respiracao, a atividade de enzimas, organelas e
a sintese de proteinas sdo fundamentais para o desenvolvimento do processo de germinacdo e
preparacdo para o posterior crescimento do embrido (CRISPIM etal., 1994; DODE etal., 2013).
Existem varias enzimas nas plantas que podem degradar H20,. No entanto, os CATs sdo 0s
Unicos que ndo requerem um redutor celular equivalente. A taxa de renovacdo do CAT é muito
rapida, mas sua afinidade pelo H>O, é muito menor do que a do APX, o que concorda com a
maior expressao no tratamento 3 que ocorre aos 0 dias, seguidos pelos tratamentos 7 e 9, que
ultrapassam o tempo de 7 dias (SCANDALIQOS, 1997; CORPAS, 2008; DEL RIO, 2006).
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Outro aspecto que influencia é a classificagdo proposta dos CATs que propdem que 0sS
CATs de classe | sdo expressos em tecidos fotossintéticos e séo regulados pela luz; Os CATSs
de Classe Il sdo expressos em niveis elevados nos tecidos vasculares, enquanto os CATs de
Classe 111 sdo altamente abundantes em sementes e mudas jovens (MALLICK; MOHN, 2000).
Outro ponto segundo CAI et al. (2011) o aumento da expressdo da enzima CAT, pode ser um
indicativo de aumento de EROs nas células. No periodo de germinacdo de foi observado por
Assis (2017), que a quantidade de CAT presente em células aerébicas é diretamente
proporcional ao estado oxidativo das células, ou seja, 0 aumento da atividade da enzima CAT
esta provavelmente envolvido com o mecanismo de defesa durante a germinacdo em sementes
de J. curcas.

Nos tratamentos 13 a 10%, 14 a 15% e 15 a 100% no tempo de 21 dias, constatou -se as
menores expressdes da atividade enzimatica. Foi observada uma menor expressao enzimatica
da CAT, com a evolu¢do do tempo, como demonstra zimograma da CAT, ao contrario do
observado pela SOD. Entretanto isso ocorre para que haja o balanco entre essas enzimas
antioxidantes que é de grande importancia na regulacdo dos niveis de EROs dentro das células
(ABREU et al., 2014). Segundo Willekens et al. (1997) de maneira geral, tensdes que reduzem
a taxa de renovacao de proteinas também reduzem a atividade da CAT. Revelou-se com analise
de estresse 0 aumento da suscetibilidade de plantas deficientes em CAT ao paraquat, sal e
ozonio, mas ndo ao resfriamento. Em plantas de tabaco transgénicas, tendo 10% de tipo
selvagem, a atividade CAT mostrou acumulo de GSSG e uma diminuicdo de 4 vezes em AsA,
indicando que CAT ¢ critico para conseguir manter o equilibrio redox durante o estresse
oxidativo.

Segundo Aumonde (2012) relacionado aas maiores concentracbes do extrato de Z.
aethiopica proporcionaram reducdo quanti-qualitativa dos teores de clorofila é possivel
verificar o seu efeito negativo sobre o aparato fotossintético da plantula, o que permite
evidenciar o efeito estressor proporcionado pelo extrato, conforme evidenciado pelo aumento
da peroxidacdo lipidica e atividade das enzimas superoxido-dismutase (SOD), catalase (CAT)
e ascorbato peroxidase (APX). Garnezarska; Wojtyla (2008) citado por Assis (2017),
verificaram a atividade da CAT foi aumentada durante o processo germinativo de tremoco
branco no eixo embrionario quanto e nos cotilédones, o que justifica a baixa expressdo da CAT
janos altimos dias do teste de germinacdo aos 21 dias ap6s a semeadura.

Como observado no presente estudo a producdo de EROs em plantas em condigdes
normais de crescimento é baixa. No entanto, em resposta a varios estresses ambientais, as ROS

sdo drasticamente aumentadas em plantas, perturbando o equilibrio normal de OH e H20 no
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ambiente intracelular, como o que foi provocado pelas concentra¢des do extrato liquido de
casca de café. A SOD e CAT, constituem um mecanismo de desintoxicagdo eficiente ambas
atuando na remocao de radicais livres (MC DONALD, 1999 apud ABREU, 2013).

Com base nos resultados € possivel inferir que o tratamento com diferentes
concentracgdes do extrato liquido da casca de café, provocam efeitos no processo de germinacgéo
e desenvolvimento das sementes de braquidria, assim como em sua atividade enzimatica, o que
justifica a importancia deste estudo. Cai et al. (2011) apontaram que as espécies reativas de
oxigénio (EROs) relacionadas a SOD e CAT tém um papel duplo na biologia vegetal e podem
ter efeitos benéficos e prejudiciais, como toxicidade relacionada a metabdlitos aerébicos e como
um regulador de crescimento chave e canais de defesa.

Dessa forma considerando a grande producgdo de residuos decorrentes do processo de
beneficiamento do café, os estudos para formas de reutilizagdo e reaproveitamento desses
materiais se tornam muito interessantes, a fim de minimizar os gastos e causar menores
impactos ambientais. A braquiaria (Urochloa decumbens), por sua vez € uma cultura de um
importante valor econdmico, além de representar em ambientes ndo desejados, como uma
espécie de planta daninha sendo de interesse socioecondmico pesquisas que provogquem
inibicdo ou estimulo ao desenvolvimento da cultura. Os compostos alelopaticos interferem na
divisdo celular, permeabilidade de membranas e na ativacdo de enzimas (RODRIGUES et al.,
1992).
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5 CONCLUSOES

As concentragdes de extrato liquido de casca de café influenciaram em todo o processo
de desenvolvimento das sementes, estimularam a velocidade de germinacao e a porcentagem
de plantulas normais na primeira contagem a 5%, 10% e a 100%.

Todavia a porcentagem de germinacdo na maxima concentracdo a 100% foi igual a
testemunha, e nas demais concentracdes ndo houve aumento da porcentagem de germinacéo.

As concentracdes e o tempo interferiram diretamente nas atividades enzimaticas da
superdxido de dismutase (SOD) e catalase (CAT). Para SOD o tempo interferiu no aumento de
suas expressdes enzimaticas e para CAT o tempo interferiu para diminuicdo das expressoes
enzimaticas.

As concentracOes do extrato liquido de café a 5%, 10% e 15% resultaram em uma
elevada atividade de ambas enzimas devida as alteracGes de estimulo observadas nessas

concentracdes.
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