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RESUMO: As plantas apresentam diferentes e complexos mecanismos de defesa, que atuam em conjunto, em respostas
a estresses bidticos e abidticos, cuja natureza e intensidade de resposta variam com a idade, o grau de adaptacdo e a
fenologia (OLIVEIRA, 2003). Este trabalho foi realizado com o objetivo de quantificar os fendis totais presentes nas
folhas de cafeeiro cultivares Catuai e Obatd, durante as fases de frutificacdo e relacionar com o ataque de bicho-mineiro
(Leucoptera coffeella) e ferrugem (Hemileia vastatrix). Os fendis totais nas folhas foram quantificados por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A concentragdo de fendis totais nas folhas de cafeeiro variou durante as fases
de frutificacdo, em que os menores teores foram determinados na fase de granacdo. As folhas infestadas com bicho-
mineiro (L. coffeella) apresentaram menores valores de fenodis totais em relagdo as ndo infestadas, enquanto que nas
cultivares Catuai e Obatd ndo houve diferenca. As folhas inoculadas por esporos de H. vastatrix ndo diferiram
estatisticamente com as ndo inoculadas, no entanto a cv. Catuai sem producdo (0%) apresentou o maior teor de fendis
totais. H& evidéncias de que os compostos fendlicos participam do mecanismo de resisténcia do cafeeiro ao bicho-
mineiro e a ferrugem.
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TOTAL PHENOLS RELATED TO COFFEE LEAF MINER AND RUST RESISTANCE,
DURING FRUCTIFICATION STAGES

ABSTRACT: The vegetables show complex defense mechanisms which act together against to biotic and abiotic
stresses, whose nature and intensity of response varies with age, the degree of adaptation and phenology. This work was
carried out to quantify the total phenols present in the coffee leaves to cultivars Catuai and Obatd during the
fructification phases and relate to the attack of leaf miner (Leucoptera coffeella) and rust (Hemileia vastatrix). The total
phenols in leaves were quantified by high performance liquid chromatography. The concentrations of total phenols in
coffee leaves varied during fructification in the lower levels were determined during the grain filling. Leaves infested
with leaf miner (L. coffeella) showed lower values of total phenols in relation to non-infested, while in plants cv. Catuai
and Obaté no difference. Leaves inoculated by spores of H. vastatrix not differ statistically with the non-inoculated, but
the cv. Catuai without production (0%) showed the highest content of total phenols. There is evidence that phenolic
compounds participate in the mechanism of resistance to coffee leaf miner and rust.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento do cafeeiro pode ser dividido em duas fases: vegetativa e reprodutiva. A fase reprodutiva
corresponde basicamente a cinco épocas de frutificagdo: florescimento, fruto “chumbinho”, expansdo, granacgdo e
maturagéo.

Durante o desenvolvimento do cafeeiro, as fases vegetativas e reprodutivas ocorrem concomitantemente,
havendo competicdo por fotoassimilados entre ambas. Esta é uma das causas da alternancia de producéo da cultura, pois
os frutos sdo formados nos ramos e partes dos ramos que se desenvolveram no ano anterior. Pode-se admitir que em
anos de altas produgdes, a grande demanda por carboidratos comprometerd a vegetagdo, com reducdo nas taxas de
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crescimento da planta em altura, diametro do caule e comprimento de ramos plagiotropicos em cafeeiros em producao,
comparado a auséncia de producdo (SALGADO et al., 2008).

A reducdo da area foliar do cafeeiro, devido principalmente ao ataque de pragas e doencas, provoca grandes
prejuizos na producdo dependendo das fases de frutificacdo do cafeeiro. Segundo Parra (1975), a producédo do cafeeiro
cv. Mundo Novo apresentou reducdo da ordem de 9, 24 e 87% quando a area foliar diminuiu em 25, 50 e 75%
respectivamente, na fase inicial de frutificacdo. Ja na fase de granacéo essas mesmas reducdes da area foliar resultaram
em danos na producdo de 39, 43 e 46%.

O nivel de producdo das plantas é um fator que determina maior ou menor grau de infeccdo do cafeeiro pela
ferrugem (Hemileia vastatrix) (ESKES; SOUZA, 1981; MANSK; MATIELLO, 1984; MATIELLO et al., 1984,
ZAMBOLIM et al., 1997). Em plantas com elevada carga de frutos pode ocorrer desequilibrio nutricional, com
aumento da suscetibilidade do cafeeiro a ferrugem. Em geral, na época de formacg&o de frutos os desequilibrios sdo mais
intensos (MORAES, 1983; ZAMBOLIM et al., 1985).

O metabolismo da planta ndo pode ser estudado individualmente, uma vez que ndo ha uma divisdo exata entre
0 metabolismo primario e secundario. As variagdes que ocorrem no metabolismo primério afetam diretamente os
processos secundarios. Os lipidios, as proteinas, os carboidratos e os acidos nucléicos, que sdo comuns aos seres vivos e
essenciais para a manutencédo das células, sdo originados do metabolismo primario. Ja as substancias originadas a partir
de rotas biossintéticas diversas e que estdo restritas a determinados grupos de organismos, sdo produtos do metabolismo
secundério (VICKERY; VICKERY, 1981). Salgado et al. (2008) observaram em C. arabica (cv. Obatd) com producédo
e sem producdo, durantes as fases de frutificagdo, que as concentracBes foliares de metabdlitos secundéarios nédo
diferiram entre as plantas, no entanto aquelas sem producdo apresentaram taxas de crescimento em didmetro,
comprimento de ramo e em altura superiores aquelas com frutos. Nas fases de granacdo e expansdo dos frutos, em que
hd uma grande demanda de carboidratos e as condi¢Bes climaticas sdo favordveis para o crescimento vegetativo, as
plantas com e sem producdo apresentaram menores teores de fendis totais, sugerindo que o metabolismo primario e o
secundario sdo interdependentes e devem ser entendidos conjuntamente.

Os compostos produzidos a partir do metabolismo secundario sdo utilizados pelas plantas para defesa contra
insetos, microrganismos e outros herbivoros. Estas substancias distribuem-se, especificamente, nos tecidos da planta e
uma complexa rede enzimatica participa da sintese dos mesmos, os quais sdo armazenados em estado reduzido dentro
dos vactolos. Assim, quando a planta é submetida a qualquer tipo de estresse biotico ou abi6tico, estes compostos
passam de uma forma atoxica, reduzida e compartimentalizada para uma forma toxica, ndo reduzida e
descompartimentalizada (BECKMAN, 2000).

Esta pesquisa foi feita com o objetivo de quantificar os fendis totais presentes nas folhas de cafeeiro cultivares
Catuai e Obatd, durante as fases de frutificacdo e relacionar com o ataque de bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e
ferrugem (Hemileia vastatrix).

MATERIAL E METODOS

Neste experimento foram utilizadas plantas de Coffea arabica - cultivares Obatd (IAC 1669-20) e Catuai
Vermelho (IAC 99), em condigdes de campo, do Banco Ativo de Germoplasma do Instituto Agrondmico de Campinas,
na Fazenda Santa Eliza, Campinas-SP, situada a 22°53’33,94"" de latitude Sul, 47°04°33,66’" de longitude Oeste e 646
m de altitude. O delineamento experimental foi constituido por dois tratamentos e 7 repeti¢Ges (1 planta por repeticdo).

Paralelamente foi conduzido um experimento com a cultivar Catuai Vermelho (IAC 99), constituido de trés
tratamentos e 7 repeti¢cdes (1 planta por repeticdo): T1 - plantas com 100% de frutos, T2 - plantas com 50% de frutos e
T3 - plantas sem frutos. Os tratamentos com producédo (50% de frutos) e sem producéo foram obtidos pela retirada dos
frutos, no inicio da fase “chumbinho”, de cada ramo da planta. Esse experimento foi realizado com a finalidade de
relacionar a producdo do cafeeiro com a incidéncia de ferrugem, tanto no campo como em laboratdrio.

A coleta das folhas destinadas as analises bioquimicas, das cultivares selecionados (Catuai sem producéo,
Catuai com 50% e 100% de producdo e Obatd) foi efetuada em quatro épocas que corresponderam as fases de
frutificacdo do cafeeiro: (i) florescimento (13/11/2007); (ii) fruto “chumbinho” (15/01/2008); (iii) granacdo
(27/02/2008) e (iv) maturagdo (29/04/2008). Essas folhas foram congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente
liofilizadas e maceradas.

As folhas para os testes, em laboratorio, de resisténcia a infestacdo de bicho-mineiro e & infec¢do de ferrugem
foram coletadas na fase de maturacéo do fruto. Para tanto, usou 15 pares de folhas sadias por planta, sendo 10 folhas
para o teste com o bicho-mineiro, 10 folhas para o teste com a ferrugem e as 10 folhas restantes como testemunha,
totalizando 105 folhas por tratamento. As folhas de cada cultivar foram organizadas em placas furadas de Isopor®, as
quais foram colocadas dentro de caixas pléasticas com solugdo de benziladenina na concentragio de 107 M (REIS
JUNIOR, 2000).

As caixas com as folhas em solugo de benziladenina 107 M, destinadas aos testes de resisténcia ao bicho-
mineiro foram colocadas individualmente dentro da gaiola de infestacdo para oviposicdo. Cada cultivar permaneceu no
interior da gaiola por uma noite, sendo anotada a data para 0 acompanhamento das fases de desenvolvimento do inseto.
As caixas foram armazenadas em prateleiras e cobertas com tecido de algodao (voil), em condicGes controladas até o
surgimento das primeiras pupas.



VI Simpdésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil

A avaliagdo do nivel de resisténcia ao bicho-mineiro foi feita mediante escala de 1 a 4 pontos, segundo
metodologia descrita por Guerreiro-Filho (1999), que consiste na classificacdo das plantas quanto a resisténcia em
funcdo do tipo de lesdo apresentada apds infestacdo artificial em laboratério (Tabela 1) (Figura 1).

Tabela 1 - Escala de pontos para a classificacdo de plantas em funcdo da analise do tipo de lesdo desenvolvida em
discos foliares pelo ataque de Leucoptera coffeella

Pontos Classificacdo Descricao
1 Resistente LesBes pontuais
2 Moderadamente resistente Lesdes filiforme pequenas
3 Moderadamente suscetivel Lesdes grandes irregulares
4 Suscetivel LesBes grandes arredondadas

Figura 1 - Tipos de lesdes produzidas por Leucoptera coffeella em folhas de cafeeiros com diferentes niveis de
resisténcia. (A) lesdo pontual; (B) leséo filiforme pequena; (C) lesdo grande irregular; (D) lesdo grande
arredondada

Para a inoculagdo das folhas com Hemileia vastatrix foi aspergida a suspensdo de urediniosporos nas
superficies abaxiais das folhas coletadas no campo. As folhas inoculadas foram mantidas no escuro por meio da
cobertura das caixas com um saco plastico preto por 48h e umidade relativa de 85% + 3% e temperatura de 24°C + 3°C.
As caixas foram transferidas para cdmara e mantidas em condic6es adequadas até o surgimento dos sintomas.

O surgimento dos primeiros sintomas ocorreu ap6s 22 dias da inoculacdo. A intensidade da infeccdo nas folhas
dos germoplasmas foi quantificada por meio do software para quantificagdo de doengas em plantas - Quant V. 1.0 (Vale
et al., 2002) e os resultados expressos em porcentagem de area foliar lesionada.

Apo6s a avaliagdo do nivel de resisténcia ao bicho-mineiro e & ferrugem as folhas dos tratamentos foram
congeladas, maceradas e preparadas para analise bioguimica.

Durante o processo de extragdo das amostras de folhas foi usado como solvente o metanol (MeOH) grau
HPLC. Dois reagentes Carrez sdo também usados nesse processo, Carrez A (21,9 g de acetato de zinco em 100 ml de
&gua) e Carrez B (10,6 g de ferrocianeto de potdssio em 100 ml de &gua). As amostras foram extraidas em ultra-som e
centrifugadas por 20min a 6000rpm.

Utilizou-se o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, modelo LC-20A) para as analises em CLAE-
DAD, em sistema de gradiente constituido por duas bombas, um controlador de sistema e detector UV-VIS com
arranjos de fotodiodo (Shimadzu, modelo SPD-M20A), ajustado para 210-600nm. Os espectros foram monitorados em
trés comprimentos de onda: 220 nm, 270 nm e 310 nm. Os dados obtidos foram analisados e integrados por meio do
software Shimadzu LC-solution. Duas colunas monoliticas (OnyxTM 100 x 3,0 mm, C18 Phenomenex) em linhas e
uma pré-coluna monolitica (OnyxTM 5 x 4,5 mm, C18 Phenomenex) foram utilizadas para as analises no cromatégrafo
liquido. Os solventes utilizados na fase mével foram acetonitrila e &cido acético. Para a quantificagdo dos compostos
selecionados utilizou-se a area dos graficos fornecidos pelo software Shimadzu LC-solution.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos experimentos em laboratério, de resisténcia ao bicho-mineiro e a ferrugem, foram os
esperados, revelando uma variacao entre as populagdes no nivel de expressdo de resisténcia a ferrugem, enquanto em
relacdo ao ataque do bicho-mineiro ndo houve diferenca estatistica entre a cultivar Catui e Obatd, que apresentaram
lesdes do tipo 4 (Tabela 2). A duragéo entre as fases de ovo a lagarta também ndo houve diferenca entre as cultivares, 0
que indica que as mesmas sdo adequadas para o desenvolvimento do bicho-mineiro.

A cultivar Obata, resistente a ferrugem, ndo apresentou lesdes quando inoculadas com esporos de H. vastatrix.
Ja os tratamentos com cv. Catuai apresentaram variagfes na porcentagem de area lesionada, sendo que as plantas sem
producdo tiveram menores valores (Tabela 2).

O nivel de producdo do cafeeiro estd intimamente relacionado com a incidéncia de ferrugem no campo, uma
vez que altas cargas de frutos comprometem o estado nutricional com o aumento da suscetibilidade da planta a
ferrugem (ESKES; SOUZA, 1981; MANSK; MATIELLO, 1984; MATIELLO et al., 1984; ZAMBOLIM et al., 1997).
Neste contexto, as plantas selecionadas da cv. Catuai, suscetivel a ferrugem, foram desbastadas em diferentes niveis de
producgéo (0%, 50% e 100% de frutos), conforme descrito no item 3.1. Os resultados obtidos foram os esperados, em
que as plantas sem frutos apresentaram menores valores de area foliar lesionada, no entanto ndo houve diferenca entres
as plantas com 50% dos frutos e as plantas com 100% (Tabela 3), uma vez que a producdo de gréos (g) entre os dois
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tratamentos foi semelhante (4.471g - Catuai 0% e 4.314g — Catuai 100%). Esta semelhanca se deve, provavelmente, ao
fato de que as plantas raleadas (50% dos frutos) favoreceram a granacgdo, resultando em frutos maiores. Importante
salientar que ndo foi feito 0 peso de 100 sementes.

Tabela 2 - Nivel de resisténcia ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e a ferrugem (Hemileia vastatrix), das cultivares
Catuai sem producdo e com 50% e 100% de producédo e Obatd, avaliados em laboratério, mediante o uso de
escala de pontos (1-4) e duracdo em dias das fases de ovo a lagarta e porcentagem de area lesionada,
respectivamente

Leucoptera coffeella Hemileia vastatrix
Germoplasma Escala de dano Duracéo (ovo-lagarta) Area lesionada
Médias (pontos) Desvio Padréo Médias (dias) Desvio Padréo Médias (%) Desvio Padrdo
Catuai 0% 6,0b 0,38
Catuai 50% 109a 1,53
Catuai 100% 39a 0,08 180a 86a 2,17
Obatd 3,7a 0,15 185a 00c 0,0

** Médias seguidas por uma mesma letra, nas colunas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%
(...) Dado numérico néo disponivel

Os teores de fendis totais variaram durante os estagios de maturacédo do cafeeiro de forma semelhante entres as
cultivares (Figura 2), com uma diminuigdo acentuada na sintese dos compostos fendlicos na fase de granagéo.
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Figura 2 - Representacdo grafica da variacdo dos teores de fendis totais nas cultivares Catuai sem (—o-) e com 50%
(-o-) e 100% (-A-) de producdo e Obata (--e--), durante as fases de frutificacdo do cafeeiro - florescimento,
fruto “chumbinho”, granacéo e maturacéo

Na fase de granacdo do fruto, quando ha maior demanda por carboidrato para enchimento do gréo, a planta
prioriza 0 metabolismo primario em detrimento da sintese de fendis totais. Esse mesmo comportamente foi observado
por Salgado et. al (2008) em C. arabica, em que a concentracdo de fendis totais na planta diminuiu nas fases de
expansdo e granacgdo, época em que o acimulo de matéria seca é da ordem de 44,6% e 27,2%, respectivamente
(CHAVES E SARRUGE, 1984).

Nos meses de fevereiro e marco, fase de granacdo do cafeeiro, observou-se na area experimental, na regido de
Campinas, um periodo de alta incidéncia de bicho-mineiro, sendo a cv. Obata a mais atacada pelo inseto (Figura 3). Ja o
periodo de alta incidéncia de ferrugem ocorreu nos meses de abril e maio (fase de maturacdo), em que os tratamentos
cv. Catuai 100% e Catuai 50% foram os mais infectados pelo patdgeno (Figura 4).
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Figura 3 - Representacdo grafica da variacdo de folhas lesionadas pelo ataque de bicho-mineiro (%) (A) e pela infec¢do
de ferrugem (%) (B) nas cultivares Catuai sem (—o-) e com 50% (-o-) e 100% (-A-) de producéo e Obata
(--e--), durante as fases de frutificacdo do cafeeiro — florescimento, chumbinho, granacéo e maturagéo
A diferenca de incidéncia de ferrugem no campo encontrada entre as cultivares foi semelhante aquela
observada em laboratorio (Tabela 2), em que a cv. Catuai sem producdo apresentou porcentagem de area lesionada
inferior aos tratamentos Catuai 50% e 100% de producéo (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores médios e desvio padrdo das variaveis fenois totais (area dos picos), folhas lesionadas por bicho-
mineiro (%) e folhas lesionadas por ferrugem (%), nas cultivares Catuai sem e com 50% e 100% de
producéo e Obatd

Variavel Catuai 0% Catuai 50% Catuai 100% Obatd
Média Desvio Padréo Média Desvio Padréo Média Desvio Padrédo Média Desvio Padrédo
Fenois Totais 16105241 a 4060015 17031781 a 3810414 16329721 a 4645244 15397774 a 6048029
Bicho-mineiro (%) 79 b 6,4 91 b 11,5 78 b 7,3 360 a 32,7
Ferrugem (%) 33 ab 5,6 82 a 17,7 89 a 16,4 00 b 0,0

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

Os teores de fendis totais nas folhas destinadas aos testes de resisténcia ao bicho-mineiro, ndo diferiram
estatisticamente entre as cultivares Catuai e Obata (Tabela 4), no entanto observou uma maior concentracdo dos fendis
totais nas folhas ndo infestadas (testemunhas) quando comparadas com folhas infestadas pelo bicho-mineiro (Tabela 5).

Tabela 4 - Valores médios e desvio padrdo dos fendis totais (area dos picos) nas folhas, das cultivares Catuai e Obat3,
destinadas aos testes, em laboratério,de resisténcia ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella)

., Catuai Obata
Variavel

Média Desvio Padréo Média Desvio Padréo

Fenois Totais 16988282 a 2905808 16262503 a 1964996

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

Pode-se atribuir a semelhanca na concentracdo de fendis totais nas folhas das cultivares Catuai e Obatd, a
suscetibilidades destas plantas ao ataque do bicho-mineiro. No momento em que ha lesdes decorrentes do ataque do
inseto a planta diminuia os teores de fendis totais, que foi utilizado de alguma forma neste complexo mecanismo de
defesa da planta

Tabela 5 - Valores médios e desvio padrdo dos fendis totais (area dos picos) nas folhas infestadas, em laboratério, por
bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e ndo infestadas (testemunha)

. N&o Infestada Infestada
Variavel - - - -
Meédia Desvio Padréo Média Desvio Padréo
Fenois Totais 18368150 a 16729778 15173094 b 2024278

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

As folhas inoculadas com esporos de H. vastatrix apresentaram concentracdes semelhantes de fendis totais
com a testemunha (folha ndo inoculada) (Tabela 6). J& os valores de fendis totais quando comparados entres as
cultivares diferiram estatisticamente (Tabela 7).
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Tabela 6 - Valores médios e desvio padrdo dos fendis totais (area dos picos) nas folhas inoculadas, em laboratorio, por
ferrugem (Hemileia vastatrix) e ndo inoculadas (testemunha)

B Inoculada Nao Inoculada
Variavel
Média Desvio Padrédo Média Desvio Padréo
Fendis Totais 20490918 a 3208484 19681965 a 2879539

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

Ao contrario do que ocorreu nas folhas destinadas ao testes de resisténcia ao bicho-mineiro, as folhas
inoculadas com H. vastatrix ndo apresentaram diferencas nas concentracdes de fendis totais em relagdo as nao
inoculadas, uma vez que ha diferentes niveis de resisténcia a ferrugem entre as cultivares, sendo a cv. Obatd resistente a
ferrugem.

Tabela 7 - Valores médios e desvio padrdo dos fendis totais (area dos picos) nas folhas, das cultivares Catuai sem
producdo e com 50% e 100% de producdo e Obatd, destinadas aos testes de resisténcia a ferrugem
(Hemileia vastatrix) em laboratério

Varidvel Catuai 0% Catuai 50% Catuai 100% Obata
e s o s s
5’%22:: 22550383 a 3301166 20537359 ab 3753025 19200726 b 1803351 18473950 b 1764961

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

O tratamento Catuai sem producdo (0%) apresentou maior valor de fenois totais em relagcdo aos outros
tratamentos e menor incidéncia de ferrugem no campo entre os tratamentos da cv. Catuai, observando um mecanismo
de defesa mais eficiente. J& a cv. Obata, resistente a ferrugem, ndo aumentou a sintese de fendis totais.

H& evidéncias de que os compostos fendlicos participam da resisténcia do cafeeiro ao bicho-mineiro e a
ferrugem.
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