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ESTUDOS PRELIMINARES SOBRE AS INVERTASES DE
CAFEEIROS ATACADOS POR Hemileia vastatrix *

PAUuLO DE CAMPOS TORRES DE CARVALHO **

RESUMO

No presente trabalho, que o autor considera exploratério, foram es-
tudadas as invertases presentes em folhas de cafeeiros das variedades
Geisha (SH 1SH5) e Kent (SH28H5), jinoculados com as ragas III (v1v5)

e XXIV (v2v 4) de Hemileia vastatrix. Devido ao genétipo do material

utilizado as reacgdes sido opostas, ou seja, o cafeeiro Kent é resistente 2
raca III e suscetivel a4 raca XXIV e o Geisha o contrdrio. Em cada par
de folhas, uma foi inoculada e outra mantida como controle e a deter-
minacao das invertases foi feita aos 6 e 16 dias apds a inoculagao.

Os resultados preliminares obtidos mostraram que, independente da
variedade de cafeeiro ou da raca de Hemileia vastatrix, nas combina-
coes suscetiveis ndo houve alteragdo das invertases presentes, iguais as
de plantas sadias, com o maximo de atividade em pH 4,5. JA nas com-
binacdes resistentes no 6.° dia apés a inoculagdo houve o aparecimento
de uma “invertase acida pH 4,0”, ausente tanto nas plantas sadias como
nas combinacbes suscetiveis das mesmas variedades., O aparecimento da
“invertase &acida pH 4,0” estd relacionado com a diminui¢io do teor de
sacarose nas folhas. Quanto ao significado desta “invertase &4cida pH
40" na patogenese da ferrugem do cafeeiro, o autor aventa 3 hipéteses
que poderiam ocorrer isolada ou simultaneamente.

1. A sacarose seria desviada para a formacio de defesa, tais como
fendis, fitoalexinas e outras.

2. A sacarose seria desviada para outras partes da planta, num
processo fisiolégico semelhante ao das folhas em senectude.

3. Haveria um aumento da respiracdo e metabolismo dos tecidos
doentes, com o implicito consumo da energia armazenada.

INTRODUCAO

A ferrugem do cafeeiro causada por Hemileia vastatrix, desde o
seu aparecimento epidémico em 1970, constitui o problema fitopato-
légico mais importante para o Brasil. Desde aquela data, tem sido a
doenga estudada e a que tem recebido a maior somatdria de pesquisas
em nosso meio. Neste contexto, a compreensio do processo da pato-
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génese e as suas implicagdes na fisiopatologia é vital, pois, fornecera
subsidios para a elucidacdo do mecanismo ou mecanismos de resis-
téncia, base para o desenvolvimento dos trabalhos de genética e
melhoramento do cafeeiro resistente a ferrugem.

Como é premente a necessidade de informacgdes neste campo,
estamos apresentando no presente trabalho os resultados prelimi-
nares que obtivemos em pesquisas ainda em andamento. Assim, este
trabalho que consideramos como exploratdrio, tem por objetivo prin-
cipal o fornecimento de subsidios e a formulacdo de hipdteses de
trabalho que, eventualmente, poderiam colaborar para um melhor
equacionamento do problema.

Desde os trabalhos de ALLEN (1942) com o oidio dos cereais,
numerosos pesquisadores tém-se dedicado ao metabolismo patolégico
dos hidratos de carbono. GOODMAN, KIRALY & ZAITLIN, (1967),
consideram que os varios autores sio coincidentes em que hia um
acumulo inicial de acticares totais e sacarose nos tecidos doentes, os
quais sdo consumidos durante a esporulacido das ferrugens, até
atingirem niveis duas ou mais vezes menores que o encontrado nos
tecidos sadios.

Por outro lado, conforme foi estudado por HATCH, SACHER &
GLASZIOU (1963), HATCH & GLASZIU (1963), SACHER, HATCH &
GLASZIOU (1963), para a cana de agucar € por PINTO RICARDO &
REES (1970), para a cenoura, o mecanismo de acumulacdo e consumo
da sacarose est4 diretamente relacionado com as invertases presentes.
Nos dois casos, as invertases mais 4acidas tendem a consumir a
sacarose dos tecidos e o acimulo somente ocorre na auséncia daque-
las invertases.

No entanto, na literatura que consultamos, ndo encontramos re-
feréncia ao estudo das invertases em plantas doentes. No presente
trabalho, que consideramos exploratério, procuramos estudar as
invertases presentes em plantas inoculadas e ndo inoculadas, tanto
em combinagbes suscetiveis como resistentes.

Desejamos ainda apresentar os nossos agradecimentos 4 Estacio
Agrondémica Nacional e ao Centro de Investigacbes das Ferrugens do
Cafeeiro (CIFC), em Oeiras, Portugal, em cujos laboratérios foram
conduzidas as investigacoes.

MATERIAL E METODOS

No quadro n.° 1, a seguir, sdo apresentadas as variedades de
Coffea arabica, as racas de Hemileia vastatrix e o tipo de reagido de
cada combinacdo entre parasita e hospedeiro. Todo o material utili-
zado neste trabalho pertence a cole¢cdo do CIFC.
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QUADRO N.» 1 — Variedades de C. arabica, racas de H. vastatrix e tipos de

reacao.
Coffea arabica
Variedade : Geisha Kent
H. vastatrix Genodtipo : SH,SH; SH,SH;
Grupo . C D
Genotipo raca Tipos de reacao*
VoV, III Suscetivel Resistente
(tipo 4) (flecks)
ViVs XXIV Resistente Suscetivel
(flecks) (tipo 4)

* Determinado conforme a escala de sintomas estabelecida por Branquinho de Oliveira e Rodri-
gues (1961).

Devido ao genoétipo do material utilizado, as reagées sao opostas,
ou seja, o cafeeiro Kent é resistente a raga III e suscetivel a raga
XXIV, enquanto que a variedade Geisha tem reacdo oposta.

Os cafeeiros foram inoculados pelo método usual no CIFC
(Branquinho de Oliveira e Rodrigues, 1961), sendo as plantas mantidas
em cimara umida com luz difusa por 48 horas e a seguir em casa
de vegetacdo. Em cada par de folhas, uma foi inoculada e outra
mantida como contrdle. A determinacdo da atividade das invertases
foi feita aos 6 e 16 dias apds a inoculagdo. Para cada combinagio

empregamos 2 pares de folhas, com 2 repeticGes cada, num total de
4 determinacdes.

Para a determinagdo da atividade das invertases, foi empregado
o seguinte método, baseado em Pinto Ricardo e Rees (1970).

a) Colheita: as folhas foram colhidas sempre as 16 horas. A
seguir, pesadas e lavadas com dgua desionisada, Apdés enxutas com

papel absorvente, foram colocadas em congelador & temperatura de
—23°C durante toda a noite.

b) Extracdo: em temperatura de 4°C, as folhas foram mace-
radas em almofariz, com a adicdo de 6 ml da solucdo seguinte:

tampao fosfato 0,1 M com pH 75 .......... 25 ml

(o3 1] <3 5 - H 100 mg
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Apés a maceragdo, o extrato foi transferido para tubo dialisa-
dor e colocado para dialisar durante 15 horas em tampio fosfato
0,02 M com pH 7,0, com agitagdo e sempre mantido a temperatura

de 4°C. Apés a dialise, o volume do extrato foi completado para
12 ml.

c) Incubacgio: feita em banho Maria a 30°C, com agitagdo e
durante 1 hora. Em cada tubo foi colocado 1,9 ml de tampao 0,1 M,
0,1 de solucdo contendo 25 mg de sacarose e 0,5 ml do extrato.
Foram usados tampdes com pH 3,5, 4,0, 4,5, 5,5 ¢ 6,5. Em cada deter-
minacgdo foram feitos tubos controles sem a adigdo de sacarose e a
atividade das invertases foi calculada pela diferenga entre os tubos
com e sem sacarose.

d) Determinacido dos redutores: imediatamente apds terminada
a incubacdo, adicionava-se 0,3 ml de solucdo saturada de acetato de
chumbo para a inativacdo dos enzimas. A seguir, adicionava-se 0,7
ml de solucdo saturada de fosfato dissédico e centrifugava-se para
a eliminacdo do precipitado. Retirava-se 1 ml do sobrenadante e

determinava-se os agucares redutores pelo método de Soomugy-Nelson
(1944).

Para a determinacéo da atividade das invertases nos uredosporos
de H. vastatrix, eles foram colocados para germinar em 4gua desioni-
sada, na concentragio de 1 mg de uredosporos para 1 ml de agua.
Apés 15 horas, fazia-se a incubacdo com a mesma técnica anterior-
mente descrita para tecidos.

Com a raca XXIV, determinou-se também a atividade das inver-
tases na matrix hidrosolavel que envolve os uredosporos. Para tanto,
20 mg de uredosporos foram suspendidos em 5 ml de dgua desioni-
sada, agitados durante 5 minutos e filtrados em filtro milipore, mem-
brana 0,02 micras. O filtrado foi incubado com a mesma técnica,
ja descrita.

RESULTADOS

Os resultados obtidos sdo apresentados nos quadros de n.ls 2
e 4, a seguir.
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QUADRO N 2 — Atividade das invertases em combinacgbes suscetiveis e resis-
tentes nas variedades Geisha e Kent, aos 6 dias apds a inoculacdo, expressos em
mg de sacarose por mg de peso verde.

pH das Solug¢des Tampao

Tratamento

l 3,5 | 4,0 4,5 ' 55 l 6,5
Variedade Geisha
Inoculado raca III 4,25 5,29 6,30 5,45 5,40
Controle raca III 3,28 413 4,80 3,56 1,55
Inoculado raca XXIV 5,54 6,22 6,13 4,42 2,63
Controle raca XXIV 2,12 2,52 3,49 1,48 1,48
Variedade Kent
Inoculado racga III 8,14 8,78 8,51 5,51 2,713
Controle raca III 6,22 6,54 6,54 5,04 2,51
Inoculado ragca XXIV 5,23 7,04 8,85 5,57 443
Controle raca XXIV 6,25 8,17 8,78 6,03 3,18

QUADRO N. 3 — Atividade das invertases em combinagdes suscetiveis e resis-
tentes, nas variedades Geisha e Kent, aos 16 dias apds a inoculacdao, expressos
em mg de sacarose por mg de peso verde.

pH das Solucgtes Tampao

Tratamento
' 35 I 4,0 I 4,5 , 55 | 6,5

Variedade Geisha
Inoculado raca III 3,05 4,09 4,84 3,05 1,06
Controle raca IIT 4,13 5,38 6,69 5,36 341
Inoculado raca XXIV 3,86 4,25 4,55 2,99 1,85
Controle raca XXIV
Variedade Kent
Inoculado raga III 5,10 5,53 6,26 3,75 1,60
Controle raca III 391 4,83 4,99 3,39 1,44
Inoculado raca XXIV 4,89 6,24 6,54 4,46 1,78

Controle raca XXIV 3,32 3,73 4,52 342 1,84
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QUADRO N’ 4 — Atividade das Invertases em uredosporos germinados das
racas III1 e XXIV de Hemileia vastatrix.
H .Vastatrix pH das Solucoes Tampao
I 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5
Racga III 472 8,2 9,6 8,2 4.4
Raca XXIV 4,6 74 6,0 8,0 94
Matrix raca XXIV 2,0 24 3,5 7,3 10,9

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

No estudo das invertases, o método mais frequentemente utili-
zado é o da dcterminacao da sua atividade em diferentes pH, visto
que cada invertase apresenta uma curva de atividade caracteristica,
com a variagdo do pH. PINTO RICARDO & REES (1970), traba-
lhando com invertases da cenoura, determinaram uma Aacida e outra
alcalina, com atividade e funcées definidas. HATCH & al, HATCH &
GLASZIOU (1963), trabalhando em cana de acucar e utilizando o
mesmo método, determinaram duas invertases, uma neutra e outra
acida. Em trabalhos posteriores, os mesmos autores (1963) relacio-
naram a atividade dessas invertases com o mecanismo de acumulacio
da sacarose, concluindo que somente ha acimulo nos tecidos ma-
duros quando prevalece a invertase neutra. Nos tecidos jovens, em
que ha prevaléncia da invertase acida, a sacarose nunca se acumula.
SACHER, HATCH & GLASZIOU (1963) verificaram que na cana de
agtcar existe um sistema de inducéo das invertases, que é controlado
pelas auxinas, sistema esse que estd associado ao desaparecimento
da sacarose acumulada nos tecidos parenquimatosos.

Todos esses trabalhos citados foram sempre efetuados com
plantas sadias. Na literatura que consultamos, ndo encontramos refe-
réncias as pesquisas sobre invertases em plantas doentes. Em contra-
posicao, no referente ao nivel de sacarose em tecidos doentes, existem
varias referéncias.

Durante a fase inicial da colonizacido, INMAN (1962, 1965) aceita
que hid uma acumulacio de sacarose nos tecidos doentes, havendo
uma diminuicdo drastica no nivel de sacarose a partir do inicio da
esporulagdo. Carvalho e Antunes, em trabalho ainda ndo publicado,
obtiveram resultados semelhantes para a ferrugem do cafeeiro, tra-
balhando com plantas suscetiveis. J4 com plantas resistentes que,
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Griafico n.° 1 — Geisha inoculada com as ragas III (suscetivel) e XXIV
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Grafico n.° 2 — Kent inoculado com as racas III (resistente) e XXIV

(susceptivel)
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Grafico n° 3 — Folhas controle da variedade Geisha inoculadas com
a raga III (suscetivel) e XXIV (resistente)
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Grafico n°® 4 — Folhas controle da variedade Kent inoculadas com a
ragca III (resistente) e XXIV (suscetivel)
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quando inoculadas, produzem sintomas do tipo flecks, verificaram
que 8 dias apés a inoculacdo, o teor de sacarose nas folhas é muito
menor que nas plantas sadias ou nas suscetiveis inoculadas. No en-
tanto, 40 dias apds a inoculagio, quando ha uma esporulacio
abundante, o teor de sacarose nas folhas suscetiveis é aproximada-
mente 1/3 do encontrado nas folhas sadias, sugerindo haver uma
correlacdo entre o consumo de sacarose e producédo de esporos,

Face a esses resultados, no presente trabalho, determinou-se a
atividade das invertases em combinacdes suscetiveis e resistentes de
C. arabica a H. vastatrix. Uma folha de cada par foi inoculada e a
atividade das invertases foi determinada 6 dias depois da inoculacéo,
tanto nas folhas inoculadas como nas de controle. O grafico n.° 1 repre-
senta a atividade das invertases na variedade Geisha. Examinando-se
curva da combinacio suscetivel (Geisha inoculada com a raca III),
observa-se claramente o maximo de atividade em pH 4,5 para ambas
as folhas. Nesta mesma curva, para a folha inoculada, em pH 6,5,
pode-se notar o efeito da invertase dos uredosporos de H. vastatrix,
ausente na folha controle, (grafico n.® 3). J4 na curva da combinacio
resistente (Geisha inoculada com a raca XXIV) o méaximo de ativi-
dade foi observado em pH 4,0. A comparacgio dessas curvas permite
a caracterizacdo, para o caso da combinacdo resistente, de uma
“invertase 4cida pH 4,0”, ausente tanto na planta sadia como na com-
binacdo suscetivel.

O grafico n.° 2 é semelhante ao de nimero 1, exceto que refere-se
a variedade Kent. Nesta variedade, que tem reacdo oposta a variedade
Geisha, verificou-se também que, na combinagdo suscetivel, estd
presente a invertase pH 4,5, enquanto que na combinacgio resistente,
ha o aparecimento da “invertase 4cida pH 4,0”. Esta ultima invertase
é comum as duas combinac¢Ges resistentes, independentemente da
variedade de cafeeiro ou raca de H. vastatrix. Por outro lado, na com-
binacdo suscetivel, encontramos sempre a invertase menos acida, pH
4,5. Tanto no caso da variedade Kent, como na Geisha, na combina-

cao suscetivel, nota-se a atividade da invertase dos uredosporos de H.
vastatrix em pH 6,5.

Por outro lado, nos graficos de n.%s 3 e 4, apresentamos os resul-
tados obtidos nas folhas controle, ou seja, as folhas do mesmo par
mas que nao foram inoculadas. O exame desses graficos indica que
nelas aparecem as mesmas invertases que observadas na folha ino-
culada, excecgdo feita para as invertases dos uredosporos de Hemileia
e que sdo observaveis em pH 6,5. Este resultado sugere que a
inoculacdo da “invertase acida pH 4,0”. parece ser resultante de
um_processo sistémico, sendo vidavel uma hipédtese de trabalho que o
relacionasse com o sistema hormonal. Esta hipése, ainda nao pesqui-
sada, devera ser objeto de futuras pesquisas.
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Estes resultados sugerem que o aparecimento dessa “invertase
acida pH 4,0” estd diretamente relacionada com o decréscimo no
teor de sacarose nas folhas no inicio da patogenese, conforme foi
verificado nas combinacoes resistentes. E, por outro lado, a constan-
cia no aparecimento da “invertase acida pH 4,0” nas combinagdes
resistentes, devera estar associada ao mecanismo de resisténcia da
planta.

Quanto ao significado real da “invertase acida pH 4,0” na pato-
génese da ferrugem do cafeeiro, podemos aventar 3 hipéteses, que
poderiam ocorrer isolada ou simultaneamente.

1. A sacarose seria desviada para a formacgdo de substancias
de defesa, tais como fendis, fitoalexinas e outras.

2. A sacarose seria desviada para outras partes da planta, num
processo fisiolégico semelhante ao das folhas em senectude.

3. Haveria um aumento da respiracio e metabolismo dos
tecidos doentes, com o implicito consumo da energia armazenada.

Em qualquer destas 3 hipoéteses, a sua significagio para a pato-
génese poderia estar relacionada também com a diminuicdo do
substrato respiravel e consequente deficit energético para o paté-
geno, GAUMAN (1950) considera o conteddo nutricional dos tecidos
como um fator de resisténcia e SCHIPPER & MIROCHA (1969) tra-
balhando com a ferrugem do feijoeiro durante a fase de penetracio
sugerem que a energia disponivel para o parasita desempenha um

papel muito importante e seria mesmo um elemento a ser consi-
derado no mecanismo de resisténcia.

Como as pesquisas ainda se encontram no terreno das hipé-
teses, é evidente que somente a experimentacdo poderad esclarecer

a sua viabilidade, donde a necessidade de maiores pesquisas sobre
o assunto.

Ainda precisamos considerar que os trabalhos de SACHER,
HATCH & GLASZIOU (1963), para a cana de acucar evidenciaram
que um sistema de auxinas induz ao aparecimento das invertases
acidas, que aqueles autores consideraram a responsavel pela nio
acumulacdo de sacarose. GOODMAN, KIRALY & ZAITLIN (1967) e
ALLEN (1964), consideram que o metabolismo hormonal é geral-
mente alterado como consequéncia da patogénese, em grande ntmero
de doengas, inclusive nas ferrugens. No entanto, consideram que as
informagGes atualmente existentes sobre as consequéncias dessas
alteracdes, ainda sdo insuficientes para conclusées. LIZETTE CAR-
DOSO (1970) na CIFC, estudando a histopatologia dos tecidos de
cafeeiro com ferrugem, determinou hipertrofia celular nas plantas
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resistentes com sintomas de flecks, o que, segundo o nosso entender,
poderia pressupor uma alteracdo hormonal nos tecidos, hipétese de
trabalho que devera ser desenvolvida em futuras pesquisas.

SUMMARY

PRELIMINARY STUDIES ON THE INVERTASES OF
COFFEE PLANTS INFECTED BY Hemileia vastatrix

The present research, considered exploratory by the Author, was
dons in order to study leaf invertases of two coffee varieties, Geisha
(SH:SH;) and Kent SH2SH;) inoculated with races III (v1iv5) and
XXIV (v2v4) of Hemileia vastatrix. The Geisha coffee is susceptible
to race III and resistant to race XXIV, while Kent coffee has
opposite reactions. In each pair of leaves, one was inoculated and
the other was kept as control. Determinations of the invertases
were made at 6 and 16 days after inoculation.

The preliminary results showed that in the susceptible combina-
tions there was no changes in the invertases, that were the same as
in the healthy plants, with the maximum of activity at pH 4.5. In
the resistant combinations, however, it was found an “acid invertase
pH 4.0” on the 6th day after inoculations. This invertase was absent
in both healthy and infected plants of the same varieties. The
occurrence on the “acid invertase pH 4.0” is related to the decrease
in the sucrose content of the leaves.

The Author suggest three hipothesis that could explain a relation
of this “acid invertase pH 4.0” with the coffee rust pathogenesis. These
hipothesis, which could occur alone or simultaneously are:

1) The sucrose would be deviated to the formation of defense
substances, such as phenols, phytoalexins and others.

2) The sucrose would be deviated to others parts of the plant,
in a physiological process similar to that of the leaves in senescence.

3) There would be an increase in the respiration and metabo-
lism of the infected tissues, with the implicit consumption of the
stored energy.
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