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RESUMO 

Plântulas dos cultivares Mundo Novo, de Coffea arábica, suscetí­
vel, e Apoatá, de Coffea canephora, resistente, foram inoculadas com ovos 
de Meloidogyne incognita raça 2, e avaliadas em duas tases do ciclo de de­
senvolvimento do parasito, isto é, na de penetração de larvas e na de fê­
meas com ovos. Não foram observadas diferenças quanto ao desenvolvi­
mento radicular e da parte aérea entre plântulas inoculadas e não inocula­
das, nas duas avaliações. Nos dois cultivares, houve aumento no teor de fe-
nóis nas plântulas inoculadas na primeira avaliação, e, na segunda, apesar 
de os valores terem sido maiores, foram iguais entre plântulas inoculadas e 
seus respectivos controles. O 'Mundo Novo' apresentou sempre maior con­
teúdo de fenóis que o 'Apoatã' e somente houve aumento na sua atividade 
de peroxidase na primeira avaliação. Na segunda, a atividade dessa enzima 
foi maior do que na primeira, porém igual entre plântulas inoculadas e seus 
controles. O 'Apoatã' sempre teve maior atividade de peroxidase, e apenas 
houve aumento da atividade de sua pofifenoloxidase na primeira avaliação, 
sendo que nesse cultivar a atividade dessa enzima sempre foi maior do que 
no "Mundo Novo'. Cromatografias em camada delgada de celulose mostra­
ram que em nenhum deles houve variações quantitativas de fenóis entre as 
plantas inoculadas e não inoculadas. Ambos, 'Mundo Novo' e 'Apoatã', apre­
sentaram 23 compostos fenólicos em comum e, nove e onze não comuns 
respectivamente. 

Termos de indexação: cafeeiro, nematóides, fenóis, enzimas. 



1. INTRODUÇÃO 

Entre as espécies de nematóides formadores de galhas que atacam o 
cafeeiro, Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919; Chitwood, 1949) vem cau­
sando os maiores danos. A notável capacidade de destruir o sistema radicular, a 
alta persistência no solo e o assinalamento de raças fazem desse nematóide um 
fator limitante da produção, inviabilizando a cafeicultura nas áreas em que ocorre. 

Recentemente, visando evitar perdas causadas por esse nematóide na 
cultura do cafeeiro, foi desenvolvido o cultivar Apoatã de Coffea canephora Pierre, 
a ser utilizado, a longo prazo, como fonte de resistência a ser transferida para cul-
tivares de Coffea arábica L e, a curto prazo, como porta-enxerto de cultivares 
dessa mesma espécie (FAZUOLI et ai., 1987). 

Em cafeeiro, pouco se conhece sobre os mecanismos que governam a 
resistência a nematóides e, em particular, a M. incognita. Para outras culturas, 
nas quais estudos dessa natureza já foram realizados, os compostos fenólicos 
têm sido freqüentemente associados com a resistência a esse parasito e, em al­
guns casos, a comparação entre cultivares resistentes e suscetíveis tem demons­
trado que o nível desses compostos é maior nos primeiros, mesmo antes da ino-
culação das plantas com o parasito (DROPKIN, 1969; GIEBEL, 1982; HUANG, 
1985). 

A polifenoloxidase e a peroxidase, enzimas envolvidas na via metabóli-
ca dos fenóis, são geralmente associadas à resistência de plantas a doenças 
(MAYER & HAREL, 1979; BUTT, 1980; BUTT & LAMB, 1980). Entretanto, a pero­
xidase tem merecido maior atenção por parte dos especialistas em nematologia, 
havendo controvérsia sobre o seu papel efetivo no processo da resistência 
(HUANG, 1985). 

Este trabalho apresenta dados obtidos sobre o teor de fenóis livres, pe­
roxidase e polifenoloxidase em plântulas do cultivar Mundo Novo, de C. arábica, 
suscetível, e de Apoatã, de C. canephora, resistente a M. incognita, quando ino-
culadas ou não com esse nematóide. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Material vegetal, condições de crescimento e inoculação 

Plântulas com 40 a 5Q dias de idade obtidas a partir de sementes dos 
cultivares Mundo Novo CP5I5, de C. arábica, suscetível a M. incognita, e Apoatã, 
de C. canephora, resistente, foram transplantadas individualmente para vasos 
plásticos de 500ml, contendo areia lavada como substrato, em casa de vegetação 
da Seção de Genética. As plântulas foram regadas duas vezes por semana com 
solução completa de Hoagland (HOAGLAND & ARNON, 1950). Com quatro 
meses, quando possuíam um a dois pares de folhas verdadeiras expandidas, pro­
cedeu-se à inoculação com a raça 2 de M. incognita, identificada através do teste 



de hospedeiros diferenciais (Nicotiana tabacum NV95 e Gossypium hirsutum cv. 
Deltapine 16) proposto por TAYLOR & SASSER (1978). Para o preparo do inó-
culo, utilizou-se o método de TAYLOR & SASSER (1978), exceto pelo uso de 
hipoclorito de sódio, recebendo cada vaso 4ml de uma suspensão aquosa con­
tendo cerca de 2.200 ovos e larvas de M. incognita. 

2.2. Épocas de coleta 

Determinaram-se as épocas para a coleta do material inoculado e seus 
respectivos controles, plântulas não inoculadas, segundo o cálculo dos graus-dias 
acumulados desde a data de inoculação. Para a obtenção desses dados, monito­
rou-se a temperatura do substrato dos vasos e do ar, através de um registrador 
contínuo. A primeira coleta foi feita ao redor de 230 graus-dias, período suficiente 
para que um alto número de larvas penetrasse o sistema radicular das plântulas 
de café. A segunda coleta foi realizada aos 1.270 graus-dias unidades de calor, 
suficientes para que o parasito tivesse completado o seu ciclo de desenvolvi­
mento em cafeeiro suscetível (JAEHN, 1989). 

2.3. Altura de plântulas e peso seco de raízes e parte aérea 

Na época das coletas, mediu-se a altura de oito plântulas inoculadas e 
oito não inoculadas de cada cultivar e, após a retirada do substrato das raízes com 
água corrente, as plantas foram seccionadas na altura do colo, sendo as raízes e 
a parte aérea postas para secar a 70°C até atingir peso constante. 

2.4. Teor de fenóis livres 

Retirado o substrato das raízes com água corrente, as radicelas foram 
separadas da raiz principal e acondicionadas em pequenos sacos plásticos, imer­
sas em nitrogênio líquido. Em laboratório, o material foi liofilizado e mantido em 
freezer, a -25°C, até uso posterior. Nessa etapa, as radicelas foram coletadas de 
oito plântulas inoculadas e oito não inoculadas de cada cultivar. 

Para a extração dos fenóis livres, as radicelas permaneceram imersas 
por uma semana em etanol absoluto (HARBORNE, 1973). Do extrato filtrado, 
tomaram-se as alíquotas para a dosagem de fenóis, segundo o método de SWAIN 
& HILLIS (1959). Para cálculo da reta padrão, empregou-se ácido salicílico. 

2.5. Extração e dosagem de enzimas 

O número de plântulas e o procedimento para a coleta das radicelas 
foram aqueles os mesmos da dosagem de fenóis. A obtenção do extrato enzima-



tico para dosagem da atividade de peroxidase e polifenoloxidase seguiu o método 
proposto por OLIVEIRA (1972) e DRAETTA & LIMA (1976). As radicelas foram 
maceradas em almofariz na presença de tampão fosfato de potássio 0,1 M pH 7,0 
e polivinilpolipirrolidona. O extrato bruto obtido foi centrifugado a 38.000(xg) por 
trinta minutos e, do sobrenadante, retiraram-se as alíquotas para as dosagens das 
enzimas. Todos os passos foram realizados a 4°C. 

Para peroxidase, o meio de reação continha 0,25ml do extrato enzímá-
tico, 0,5ml de H2O2 0,25% e 1,5ml de pirogalol 0,01 M, ambos em tampão fosfato 
de potássio 0,1 M pH7,0. Após o volume ser completado a 3,25ml com tampão, a 
mistura da reação foi incubada a 25°C por 30 minutos e, a reação, interrompida 
pela adição de 0,5ml de H2S04 5%. Como branco, substituiu-se 0 extrato por 
tampão, sendo as leituras de absorbância feitas em 420nm (OLIVEIRA, 1972; 
DRAETTA & LIMA, 1976; KAR & MISHRA, 1976). 

Para polifenoloxidase, o meio de reação continha 0,25ml de extrato en-
zimático, 1,5ml de pirogalol 0,0IM e 0,5ml de glicina 0,2M, ambos em tampão fos­
fato de potássio 0,1 M pH 7,0. A incubação foi feita a 30°C por trinta minutos, a 
reação interrompida pela adição de 0,5ml de H2S04 5% e as leituras deabsor-
bância em 420nm. Como branco, substituiu-se o extrato por tampão (OLIVEIRA, 
1972; DRAETTA & LIMA, 1976; KAR & MISHRA, 1976). 

As atividades das enzimas foram expressas em unidades de enzima por 
peso de radicelas, sendo a unidade definida como a quantidade de enzima ne­
cessária para causar a variação de uma unidade de absorbância por minuto 
(DRAETTA & LIMA, 1976). 

2.6. Cromatografia em camada delgada 

Os extratos etanólicos obtidos para a dosagem de fenóis livres foram 
reduzidos em volume em evaporador rotatório a 35°C, e placas cromatográficas 
de camada delgada de celulose, preparadas segundo GRIPPO et ai. (1965), rece­
beram aplicações de 100 a 200|xl de extrato, dependendo da concentração de fe­
nóis anteriormente determinada. 

As placas foram desenvolvidas bidimensionalmente, realizando-se, na 
primeira direção, duas corridas, com secagem das placas entre si. Na primeira 
corrida, utilizou-se benzeno : ácido acético : água (6:7:3, v/v, fase superior) 
(IBRAHIM & TOWERS, 1960), e na segunda, butanol : ácido acético : água 
(4:1:5, v/v, fase superior). Na segunda direção, empregou-se como solvente ácido 
acético 2% (HARBORNE, 1973). 

Os cromatogramas foram visualizados em ultravioleta (UV) longo e 
curto, com e sem presença de vapores de amônia, e revelados com AICI3 1% em 
etanol 95%, com posterior observação em UV (SEIKEL, 1962, e RIBEREAU-GA-
YON, 1972), e com solução aquosa de K3[Fe(CN)6] 1% e FeCI31% misturadas na 
proporção de 1:1 (BARTON et ai., 1952). 



2.7. Número de ootecas 

Avaliou-se o número de ootecas em dezesseis plântuias de cada trata­
mento em que foi feita a inoculação com nematóide, e somente na segunda 
amostragem, pois nas plântuias da primeira ainda não teriam sido formadas tais 
estruturas. 

Retirado o substrato em água corrente, as raízes foram imersas em so­
lução de floxina B (150mg/l H20) por vinte minutos e lavadas em água corrente 
para retirada do excesso do corante; em seguida, as ootecas foram contadas com 
o auxílio de estereomicroscópio, segundo a escala de notas proposta por 
TAYLOR & SASSER (1978), na qual 0 representa ausência de ootecas e 5, mais 
de cem ootecas por sistema radicular. 

A avaliação do número de ootecas foi realizada no laboratório de nema-
tóides da Seção de Genética e as dosagens de fenóis e atividade enzimáticas, 
nos laboratórios do Departamento de Fisiologia Vegetal da Unicamp. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O quadro 1 apresenta os dados referentes ao número de ootecas por 
sistema radicular, a altura e o peso seco do sistema radicular e da parte aérea 
das plântuias dos cultivares Mundo Novo e Apoatã. 



Para as duas épocas de amostragem, não houve diferenciação estatís­
tica nítida para essas avaliações entre plântulas inoculadas e não inocuiadas dos 
dois cultivares. Entretanto, observou-se sempre a tendência de as plântulas ino­
culadas apresentarem valores inferiores a seus controles, confirmando, de certa 
forma, dados obtidos por GONÇALVES (1989, dados não publicados) de que, 
mesmo no Apoatã, há certa redução do desenvolvimento da plântula inoculada. 
Isso seria explicado por este cultivar, apesar do seu alto grau de resistência, não 
ser imune ao parasito, o que é comprovado pelas notas do número de ootecas no 
sistema radicular (Quadro 1). 

No quadro 2 - dados de teor de fenóis livres e atividades enzimáticas -
observa-se que, de modo geral, na primeira amostragem as plântulas inoculadas 
dos dois cultivares apresentaram maior teor de fenóis livres do que seus contro­
les. Na segunda, esse teor foi igual entre plântulas inoculadas e não inoculadas 
de cada cultivar, porém maior para o 'Mundo Novo'. A princípio, seria possível 
afirmar que existiria uma reação das plântulas à penetração do parasito. Entre­
tanto, tal manifestação, como ocorreu também no cultivar suscetível, poderia ser 
decorrente da lesão causada às células durante o processo. 



A diferença no teor de fenóis entre ambos os cultivares seria inerente ao 
fato de pertencerem a espécies diferentes, e o aumento relativo na segunda ava­
liação do 'Mundo Novo' poderia estar relacionado ao seu desenvolvimento, hipó­
tese levantada por MAYER & HAREL (1979) para outras espécies vegetais. 

Uma prova da atuação da peroxidase na resistência de plantas a doen­
ças é o seu envolvimento na oxidação de fenóis, propiciando a formação de 
lignina, que, por sua vez, aumentaria a resistência física da parede celular, dificul­
tando a penetração do patógeno (FRIEND & THORNTON, 1974; VANCE & 
SHERWOOD, 1977). 

No quadra 2, comparando-se a atividade dessa enzima nos dois cultiva­
res, nota-se que, na segunda amostragem, com exceção do 'Mundo Novo' inocu-
lado, os valores são maiores do que os da primeira, o que poderia estar relacio­
nado ao estádio de desenvolvimento das plântulas. À medida que elas cresceram, 
houve lignificação das raízes mais velhas. 

A confrontação entre os dois cultivares indica que o 'Apoatã' apresentou, 
de modo geral, maior atividade de peroxidase. Entretanto, considerando-se que a 
época da primeira amostragem (230 graus-dias) corresponderia teoricamente a 
uma fase do ciclo do parasito onde há intensa penetração nas raízes (JAEHN, 
1989) e que a lignina age como uma barreira física à penetração, tal comparação 
não permite concluir que esse polímero confere a resistência do Apoatã, pois, na 
primeira amostragem, suas plântulas inoculadas e as do 'Mundo Novo' apresenta­
ram atividade semelhante de peroxidase. 

Existem controvérsias quanto ao papel da peroxidase na resistência de 
plantas nematóides. ZACHEO et ai. (1982) não encontraram diferenças entre as 
atividades de peroxidase de raízes sãs de cultivares resistente e suscetível de 
tomate: após a inoculação com M. incognita, houve aumento da enzima no culti­
var resistente e declínio no suscetível. Por outro lado, GIEBEL et ai. (1971) e 
GANGULY & DASGUPTA (1979) informaram que a atividade peroxidásica era 
geralmente maior em variedade resistente de tomate inoculada com M. incognita 
e de batata inoculada com Heterodera rostochiensis respectivamente. 

Devido à sua natureza tóxica, muitos fenóis existem nas plantas na 
forma glicosilada, o que, além de atenuar-lhes a toxicidade, aumenta-lhes a solu-
bilidade (KOSUGE, 1969). Sob a ação de glicosidases, tais compostos adquirem 
a forma livre, podendo expressar seu potencial tóxico. 

Segundo GIEBEL (1982), os mecanismos das glicosidades e suas impli­
cações não são simples de compreender. Por ação dessas enzimas, liberadas 
pelo patógeno ou presentes nas plantas, haveria aumento do teor de fenóis livres, 
que afetariam o sistema peroxidásico de destruição do ácido indolacético (AIA). 
Com isso, não haveria condições da formação de células gigantes das galhas. 
Em plantas resistentes, um sistema favoreceria a destruição desse hormônio ve­
getal, ocorrendo o contrário em plantas suscetíveis, ou, ainda, a presença de um 
sistema de proteção contra a destruição do AIA. 



Para os dados aqui obtidos, tal modelo seria duvidoso, pois plântulas 
infectadas de 'Mundo Novo' apresentaram alta atividade na fase de penetração. 
Entretanto, é interessante notar que a razão entre a atividade de peroxidase e o 
teor de fenóis livres foi superior no 'Apoatã' nas duas fases de avaliação, suge­
rindo maior participação da enzima no processo de resistência. 

A enzima polifenoloxidase catalisa duas reações distintas (MAYER & 
HAREL, 1979). Na primeira, há a transformação de monofenóis para O-difenóis 
(atividade de cresolase) e, destes, para as respectivas 0-quinonas (atividade de 
catecolase). Segundo KOSUGE (1969), as quinonas podem ser relativamente tó­
xicas a patógenos, por serem altamente reativas com proteínas, levando à precipi­
tação de enzimas hidrolíticas do patógeno. Por via de regra, a atividade de cate­
colase é significativamente superior à de cresolase. 

Os dados de polifenoloxidase - Quadro 2 - mostram, assim como para 
peroxidase, que a atividade é maior para o 'Apoatã' e que o nível é semelhante 
nas duas fases de avaliação. No entanto, as plântulas inoculadas desse cultivar 
apresentaram maior atividade que o seu controle na fase de penetração. 

A variedade de tomate Nematex, resistente a M. incognita, perde sua 
resistência a partir da temperatura de 32°C. Quando BRUESKEN & DROPKIN 
(1973) inocularam plantas desse cultivar nas temperaturas de 27 e 32°C, observa­
ram que havia alta atividade de polifenoloxidase para a menor temperatura e 
baixa na maior, o que indica o envolvimento da enzima no processo de resistên­
cia. Provavelmente, o envolvimento de polifenoloxidase, tanto na resistência de 
plantas a doenças como a nematóides, estaria relacionada com a formação de 
quinonas. 

As cromatografias realizadas com os extratos etanólicos de fenóis livres 
revelaram que não houve diferenças qualitativas desses compostos entre plântu­
las inoculadas e os controles do mesmo cultivar. Quando comparados os croma-
togramas do 'Apoatã' e do 'Mundo Novo', foram identificadas 23 manchas em 
comum. O primeiro apresentou nove manchas não presentes no cromatograma 
do segundo, e este, 11 manchas não comuns àquele (Figura 1). 

Entre as manchas não comuns do 'Mundo Novo', duas foram identifica­
das como fenóis simples e as restantes, como flavonóides. No 'Apoatã', todas as 
manchas não comuns eram flavonóides. Das comuns a ambos, oito foram identi­
ficadas como fenóis simples e o restante, como flavonóides. 

Desde que os cromatogramas de plantas inoculadas e não inoculadas 
do 'Apoatã' não diferiram, conclui-se que, caso algum composto fenólico atue na 
sua resistência ao nematóide M. incognita, o mesmo classificaria esta resistência 
como do tipo constitutiva ou pré-formada, isto é, o composto responsável pela re­
sistência estaria presente nas células das raízes antes da infecção pelo parasito 
(HUANG, 1985). 



4. CONCLUSÕES 

1. Quantitativamente, a resistência do 'Apoatã', de C. arábica, à raça 2 
do nematóide M. incognita, não pode ser atribuída aos compostos fenólicos, pois, 
tanto nesse cultivar como suscetível, houve aumento desses compostos nas 



raízes de plantas inoculadas da primeira avaliação. Acredita-se que tal aumento 
tenha sido decorrente de injúria nos tecidos no momento de penetração do pa­
rasito. 

2. Para o 'Apoatã', apesar de a atividade da enzima peroxidase ter sido 
maior na segunda fase de avaliação do que na primeira, não se pode correla­
cioná-la com sua resistência ao parasito, já que não foram detectadas diferenças 
entre plantas inoculadas e não inoculadas nas duas fases. 

3. Em ambas as fases de avaliação, o cultivar Apoatã apresentou ativi­
dade de polifenoloxidase maior do que o Mundo Novo, tanto em plântulas inocu­
ladas como não inoculadas. Esse aumento de atividade nas plântulas inoculadas 
do Apoatã, na primeira avaliação, indica a possibilidade de essa enzima estar en­
volvida no mecanismo de resistência a M. incognita. 

SUMMARY 

PHENOLS, PEROXIDASE AND POLYPHENOLOXIDASE 
IN THE RESISTANCE OF COFFEE TO MELOIDOGYNE INCOGNITA 

Seedlings of two coffee cultivars were inoculated with the nema­
tode Meloidogyne incognita: cv. Mundo Novo (susceptible) of Coffea arábica 
and cv. Apoatã (resistant) of C. canephora. During the larval penetration and 
adult female phases of the parasite, evaluations were made on phenol con­
tent, peroxidase and polyphenoloxidase activities. In the two evaluations, no 
differences were observed in roots and shoots growth among inoculated and 
non inoculated seedling. For both cultivars, only in the first phase infected 
seedlings showed an increase in phenols as compared to their counterparts 
not inoculated. However, phenol values were higher in the second than in the 
first phase. The cv. Mundo Novo had always higher phenols content than 
Apoatã. Only inoculated seedlings of the cv. Mundo Novo showed an in­
crease of peroxidase activities in the first phase; but, both cultivars pre­
sented higher peroxidase activities in the second phase as compared to the 
first. Apoatã seedlings had always higher peroxidase and polyphenoloxidase 
activities than Mundo Novo. Infected seedlings of the cv. Apoatã showed in 
the first phase, only, an increase in polyphenoloxidase activity. Thin-layer 
chromatograms of phenolic extracts did not present any difference among 
inoculated and non-inoculated seedlings. Twenty three spots on the chro­
matograms were common to both cultivars, except that Apoatã had a further 
nine spots not found in Mundo Novo and the later had a further eleven not 
found in the former. 

Index terms: Coffee, nematodes, phenols, enzymes. 
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