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ABSTRACT

The possble 1elationship belween the phenolic compounds in bealthy coffes
leares of resistant and susceptible ravieties to leaf 1ust (Hemileia vastatrix) was inves-
tigated Young and adult leaves were used for phenolic componids extacted with 80 per
cent metanol aind the volume vednced under vacnnm. Bidimensional paper chromatography
was wsed for separation of the phenolic componnds, and wliva-violet light (short and
long } and different reagents weie ised for tentative identiftcation. Qualitative differences
were fornd between yonng and adult feaves (These, differences were s1ot asiociated 1with
the coffe genoiype for resistance to the agent of disease). Resistance to Hemileia vastatrix
conditioned by SH, gene is not associatted with phenelic componids found in the leaves
before spore infection The mechanisn of iesistance porbably is tviggered after o1 duwing
spare germination 1he possibility that nox phenolic compounds are assoclated with

resistance cannol be excluded.,

Introdugio

ENTRE os virios compostos relacionados aos me-
canismos de resisténcia a molestias nos vegetais,
os fendis ocupam lugar de destaque, por serem

os mais amplamente disteibuidos ¢ por terem sido, até
o momento, comprovadamente responsiveis pelo maior
nimero de exemplos de resisténcia ¢ recuperacio ao
ataque de virios patégenos (23, 7, 28, 14, 8)

Dos mecanismos de resisténcia conhecidos nenhum
deles até o momento foi complemente esclarecido do
ponto de vista bioguimico.

Iy

Resisténcia devido A presenga de substincias toxicas
205 patdgenos, foi verificada em variedades de cebola
resistentes a Colletotrichnm circinans (26). Plantas re-
sistentes apresentavam niveis mais aitos de flavonas,
antocianinas, dcide protocatéquico e catecol do que as
plantas sucesptiveis Outros trabalhos como os de Martin
et al. (17) e os de Lee e Le Tourneau (15) compro-
varam o mesmo mecanismo de resisténcia
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Apesar dessas provas, virios autores (9, 10, 27)
tém apresentado resultados, em outros vegetais, que nio
confirman o papel dos compostos fendlicos como de-
terminantes de resisténcia a molestias

Quanto & formacio de substincias toxicas aos pato-
genos apds a infecgio, diversos trabalhos provam que
hi um aumento ripido e considerivel no teor de com-
postos fendlicos das plantas hospedeiras apds a infec-
cio (22, 23, 12) Kuc (14), enumera uma série de com-
postos Fendlicos sintetizados pelas plantas em resposta a
infeccio e a injiirias mecinicas, como o dcido cafeico,
icido clorogénico, faseoling, pisatina, orcinol, floretina,
hidroguinona e escopolitina, Quanto a essas substincias,
as fitoalexinas, ¢ necessirio lembrar que 4 sintese e seu
acimulo nfo sio especificamente induzidos por paté-
genos. Estimulos quimicos € mecinicos también induzem
sua produgie (24, 19, 6) Provavelmente as plantas
em geral tém o poder de sintetiza-las e a infecglio pelo
patdgeno poderia ser considerada apenas como um
deseneadeador dessa sintese pelo hospedeiro.

No que se refere ao cafeiro, Fchandi e Fernindez
(7) estudaram o mecanismo de resisténeia ao cancro do
tronco causado por Ceratocystis fimbriata, tendo verifi-
cado ocorréncia de um malor teor de dcidos fendlicos
(clorogénico, férulico, caféico, p-cumirio) nas plantas
resistentes e nos troncos jovens Por sua vez, Zuluaga
e al. (28) verificaram que a resisténcia do cafeeiro o
ataque de C fimbriata esta diretamente relacienada com
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o maior teor de 4cidos fendlicos e inversmente com o
maiar teor de compostos flavondides (flavonas, antocia-
ninas, etc ).

Quanto is bases bioquimicas da resisténcia do ca-
feciro a Hemileta vastatyix, poucos foram os trabalhos
realizados. Bruger e Contreiras (2) conseguiram verifi-
car a existéncia de maior atividade das polifenoloxidases
em folhas, inoculadas ou nio de cafeeiro resistentes a
Henmileia, em comparacio com felhas de plantas suscep-
tiveis.

A determinacio de compostos fendlicos totais, redu-
zidos e oxidados, realizada por Bruger e Contreiras (2)
nio foi condizente com a teoriz da reacio de hipersen-
sibilidade ou teoria redox proposta por Kirdls e Farkas
{12), Johnson e Schaal (11}, Byrde (3) e Oku (18),

em diferentes vegetais

Carvalho (4) e Carvalho et al (5), trabalhando
com cafeeiros resistentes e susceptiveis a duas ragas de
Hemileia vastatrix, encontraram diferencas entre as in-
vertases depois da inoculagio do patdgeno, assim como
no teor de carboidratos soliveis das folhas Estes autores
{4, 5) desenvolveram a hipdtese de que a resisténcia es-
ti associada com uma diminuicio de carboidratos dis-
poniveis para a patégeno e ou uma mudanca no catabo-
lismo destes carboidratos com uma concomitante pro-
dugdo de compostos toxicos.

A presente investigacio fol realizada devido a in-
consisténcia e variedade dos resultados encontrados na
literatura e pela necessidade de se conhecer a composi-
¢do quimica, quanto aos compostos fendlicos, das folhas
dos cafeeiros resisteates, em comparagio com as de plan-
tas susceptiveis.

Material ¢ Métodos

O material analizado incluiu variedades de €. ma-
bica resistentes e susceptiveis (Quadro 1)

De cada cultivar foram colhidas tres amostras de
aproximadamente 30 g de folhas as quais foram postas
a secar até peso constante em estufa 4 75 C + 5° C.

Depois de moidas, 2,0 gramas de cada amostra fo-
ram extraidas cinco vezes com 100 ml de metanol a 80

Quadro 1 —Plantas de cultivar de C. arabica, utilizadas
para 2 anilise das folhas quanto & compo-
sicio em compostos feadlicos

Amestra Variedades Genétipos

a 1132-6 (KP 423) SH: SH- - resistente
b  1136.-4 H 66 SH: SH: . resistente
¢ 1120-26 (X 321) SH. SH: - resistente

d  1C 367-11-5 {Bourbon Vermelho)

e P 575-12.4 (Mundo Novo)

sh. shs - susceptivel

shy sh. - susceptivel

por cento em extrator com refluxe. Os extratos de cada
amostra foram reunidos e o volume reduzido a vacuo,
i temperatura de 40°C % 5, até uma concentragio final
de 2,5 ml/g de matéria seca e entio conservados para
uso em atmosfera de nitrogénio & —10°C.

Os compostos foram isoladas por cromatografia bidi-
mensional ascendente em papel Whatman N7 1, tendo
sido utilizados coma solventes, para a primeira diregiio
n-butanol; dcido acético: agua, respectivamente nas pro-
porcSes de 4:1:2,2 e para a segunda direcio, icido acé-
tico & 2 por cento.

Para detecgio das manchas isoladas nos melhores
ccomatogramas foram feitas obsecvagles des mesmos
em luz ulteavioleta (curta e longa) com e sem vapores
de amdnia. Foram também realizadas reacbes com FeCl,
+ K, Fe(CIN)6 segundo Barton ef al (1), para detecgio
de fendis em geral; com Sb Cl, seguida de observacio
sob luz U. V., segundo Krebs et a/. (13) para deteccio
de flavondides; com vanilina 4+ HCl segundo Swain ¢
Hills (21) e wvanilina + 4cido p-tolueno sulfénico, se-
gundo Roux e Maihs (20), para determinagio de fiavo-
ndides com nicleo floroglucinol

As andlises foram repetidas em duas épocas diferen-
tes, nas mesmas condicdes e com os mesmos materiais,

G = “‘é}
s
(3
© ‘o
ol

2F giragda © Kiide ochice 2%

19 ditagan: a-busaral - Eeide seatice- apuaid ' 2,2, 2 le/v)

2% dirngdo ¢ Avige scliice 2%

=

t e 2 —Cromatograma de folbas adnltas, 3 e 4 pares (iuperiar)
¢ de folhar jorsms, 1° ¢ 2° pares (inferiorf de calfeeiras
resistentes ¢ susceptiveds a ferrngem
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Quadra 2 —Compostos detectados nes cromatogramas
de folhas jovens e adultas de cultivares de
C. arabica susceptiveis e resistentes o He-
mileia rastatrix

Cultivares™
Nuomero das Tdentificagin Provnek
manchas dns Compustos fullias Tolhas
juvens adultas
b Acido ¢lorogénico {«is) abede abede
2 Acido clorogénico {trans) abede abede
3 Flavondide abede abede
4 Flavondide abcde abcde
5 Flavondide —_ abede
6 Fenol abede abede
7 Flavoadide abede abede
8 ¥ abede abede
9  Acide necoclorogénico (cis) abede abcde
10 ? abede abcde
1t Flavonoide abede abede
12 Flavondide abcde abede
i3 Flavonoide abede abcde
14  Fenol abede abede
15 Flavondide abede shede
16 Fenol abede abede
17 Fenol abede abede
18  Fenol abcde abede
19 Flavondide com aucleo
floroglucino! abede ahede
20 Flavonoide abede abede
21 Flavondide abode abede
22 Flavonéide abede abede
23 Flavondide com nicleo
floroglucinot abede abede
24 Fenol abede abede
25  Flavondide ¢ e abede
26 Flavondides com ntcieo
Floraglucinol abode abede
27 Tlavondide com nicleo
floreglucinoel abede abede
28  Flavonodide ab d abede
29 3 ab d abede
30 ? abede abede
31 Flavendide com nmicleo
fleroplucing] — abede
32 ? bede abede
33 Acido isoclorogénico {cis) a abede
34  Acido isoclorogénico (trans) a cde abede
35  Fenol — a cde
36 FlavonGide f— abede
37 Tlavondide com nicleo
florogiucine! — abede
38 Flavondide com 0l substi-
tuiendo o plicocidio e abede
39 Addo neoclorogénico (trans) A e
4G TFenol b de s
41 ? a d e

= Cultiveres:  a= 132-6{KF {23) . resistente; b= $136-4 resistentes,
o= 120926 (X 32D resistente; d= Bourbon er-
metho susceptivel; v mundo oovo . susoeptived

com a (nica diferenca de que na primeira série de and-
lises (experimento 1) utilizaram-se folhas adultas (3°
e 4% pares a partir da ponta do rame) e na segunda
(experimento 2, folhas jovens {1% e 2% pares)

Resultados e Discussio

Cerca de 80 por cento das manchas puderam ser
observadas com UV, curta e longa e com maior clareza
(]uancio UsSAFm-5¢ \’{IPOFES {lﬁ Zln}(al?iﬁ. Qulras EﬂﬂnChﬁS
50 foram detectadas com o auxilio dos reagentes espe-
cificos

Nas Figumas 1 e 2 € apresentada 2 disposigio geral
nos cromatogramas das manchas detectadas, respectiva-
mente 1105 expcrimentos el

O Quadio 2 apresenta a relagio total das manchas
isoladas, a sua provivel identificacio e os cultivares em
que ocorreram, na andlise de follws jovens ¢ na de
folhas adultas

Nes dois experimentos foram isolados 41 compostos,
dos quais 32 sio comuns a folhas jovens e adultas, mas
nio de todos os cultivares estudados,

Uma explicagio para a variabilidadde observada ¢
2 de que existe, naturalmente, uma diferenca qualitativa
entre cultivares de uma mesma espécie, como ji foi
comprovado por Lopes e Monaco (16) e também de
que possa haver uma diferenga quantitativa, ocorrenda
manchas em quantidades ndo detectiveis

Os resultados obtidos por Moraes e colaboradores
(comunicagio pessoal) de que i atividade da polifenol-
oxidase aumenta mais rapidamente nas plantas resis-
tentes depois da penetragio do fungo, os de Carvalho
(4) e Carvalho ef al. {5) e os deste trabalho preliminar,
parecem indicar que o mecanismo de resisténcia 2 He-
niileia vastatrix nas plantas SH, -SH,, inicia-se depois
da infeccio. Nio sabemos se estudos sobre a composi-
¢lo de compostos fendlicos foram realizados em plan-
tas resistentes submetidas & infecgio.

No presente trabalho, quanto ao mecanismeo de re-
sisténcia a Hemileia vastatriv nio foram comprovados
mecanismos como aqueles verificados por Echandi e
Fernindez (7) com relagio a infeccio do cafeciro por
Ceratocytis finbriata, nem mesmo como os determinados
por Zuluaga ef ol {28) quanto & resisténcia de plantas
de café ao mesmo patdgens

Com os resultados conhecidos até a momento nio
se pode excluir a hipdtese de que outro composto nio
fenolico possa ser o factor de resisténcia dos cultivares
portadores do fator SH,-SH, a algunma reagio fisiold-
gica do patogeno

Conclusio

Nio foi possivel relacionar distribuigio diferencial
de substincias fendlicas nos cromatogramas de folhas de
caleeiros resistentes ou susceptiveis a Hemileia rvastatrix
Estes resultados indicam que o mecanismo de resisténcia
condicionade pelo fator SH,-SH, nio se baseia em ini-
bidores fendlicos préformados mas, provavelmente, em
mecanismo que comect a atuar apos a infeccio aa folha
do cafeeiro

Embora muitos tiabalhos sobre resisténcin ao ataque
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de bactérins e fungos em plantas indiquem a partici-
pacio de compostos fendlicos como fator prévio de re-
sisténcia, essa hipdtese ndo se aplica ao cafeeire Outros
compostos como aqueles determinados pelo metabolismo
do nitrogénio (proteinas, amino dcidos, amidas), as
toxinas, 05 hormonios reguladores do crescimiento, ou
ainda diferentes atividades enzimiticas, podem ser res-
ponsiveis pela resisténcia. Da mesma forma nfo se pode
deixar de considerar a possibilidade de que o mecanismo
no cafeeiro seja determinado por deficiéneins nas planias
resistentes, de substincias essenciais ao patdgeno

b
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