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DARBELLO, Daniel de Menezes. Caracterizaciao de cafeeiros resistentes e suscetiveis
ao bicho-mineiro por meio de marcadores identificados por ressonincia magnética
nuclear e quimiometria. 2011, xxp. Dissertagdo (Mestrado em Genética, Melhoramento
Vegetal e Biotecnologia) — Pos-graduacdo — IAC.

RESUMO

A cafeicultura tem grande importancia econdmica e social para o Brasil. A competitividade
das lavouras passa essencialmente pela melhoria da qualidade e eficiéncia do processo
produtivo. Neste contexto, diversas pragas diminuem a eficiéncia produtiva da cultura,
dentre as quais o bicho-mineiro, Leucoptera coffeella, considerada o principal problema
fitossanitario do cafeeiro no pais. Cultivares resistentes vem sendo selecionadas pela
transferéncia de genes oriundos de C. racemosa. A selecdo precoce de plantas pode
contribuir para a obtencdo de novas cultivares de resistentes Coffea arabica. O objetivo
deste trabalho foi identificar por espectroscopia de prétons por ressonancia magnética
nuclear ("H RMN) metabolitos que possam ser usados como biomarcadores. Plantas
resistentes e suscetiveis identificadas em progénies do cafeeiro H19459-46 foram usadas
para a identificacio do método de extracdo em agua de folhas frescas como o mais
apropriado para as analises. O método foi usado no preparo de extratos aquosos de folhas
de cafeeiros resistentes e suscetiveis nao infestadas (Ty), apds a postura (T;), apds a eclosao
(T2), com pequenas lesdes (T3) e com lesdes de maior tamanho (T4). Os metabolitos
alanina, asparagina, aspartato, gluconato, malato, mio-inositol, metabdlito X, sacarose,
teofilina e trigonelina foram selecionados para as analises de variancia e discriminante de
regressdo por minimos quadrados parciais. Variagdes estatisticamente significativas foram
observadas nas concentra¢des dos metabodlitos sacarose e metabolito X em diferentes fases
do desenvolvimento do inseto, independente do nivel de resisténcia das plantas. O teor de
sacarose ¢ maior em plantas ndo infestadas e diminui a partir da postura, enquanto a
concentracdo do metabodlito X aumenta com a presenca dos ovos na superficie foliar. A
concentracdo do mio-inositol ¢ maior em plantas suscetiveis ndo infestadas podendo o
metabolito, ser considerado um candidato a biomarcador na sele¢do de cafeeiros resistentes
ao bicho mineiro.

Palavras-chave: Biomarcadores, Coffea arabica, Leucoptera coffeella, metabolomica,

resisténcia a insetos.
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DARBELLO, Daniel de Menezes. Characterization of resistant and susceptible coffee
trees to the leaf miner using markers identified by nuclear magnetic resonance (NMR)
and chemometrics. 2011, xxp. Dissertagdo (Mestrado em Genética, Melhoramento
Vegetal e Biotecnologia) — Pos-graduacdo — IAC.

ABSTRACT
Coffee culture has a great economic and social importance to brazilian economy. Farming
competitiveness is essentially related to with the quality improvement and the production
process efficiency. Several plant pathogens decrease the production efficiency culture, and
the leaf miner , Leucoptera coffeella, is the main phytosanitary problem in coffee
plantations all over the country. Resistant cultivars have been selected by transfering genes
from C. racemosa specie. Early selection of resistant plants can contribute to the
development of new Coffea arabica cultivars. The aim of this study was to identify
metabolites, through proton nuclear magnetic resonance ('HRMN) spectroscopy, which
could be used as biomarkers for the resistance trait. Resistant and susceptible plants
identified in progenies of the coffee tree H19459-46 were used for the standardization of
the metabolites extraction process. Extraction from fresh leafs with water was chosen as the
most suitable method for analysis. The method was used for the preparation of aqueous
extracts of resistant and susceptible coffee trees leaves which were not infested (T)), after
the insect ovoposition (T;), after larval ecclosion (T,), with small lesions (T3) and larger
lesions (T4). The metabolites alanine, asparagine, aspartate, gluconate, malate, myo-
inositol, metabolite X, sucrose, theophylline and trigonelline were selected for analysis of
variance and partial least squares discriminant analysis. Statistically significant differences
were observed for the concentrations of sucrose and metabolite X, at different stages of the
insect development, regardless of the plant resistance level. The sucrose level is higher in
non-infested plants and decreases at the time of eggs posture, while the concentration of
metabolite X increases with the presence of the eggs on the foliar surface. The
concentration of myo-inositol is higher in susceptible non-infested plants and is a possible

candidate for a biomarker in the selection of leaf miner resistant coffee plants.

Key words: Biomarkers, Coffea arabica, Leucoptera coffeella, Metabolomics, insect

resitance.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de café e o segundo maior consumidor da
bebida (MAPA, 2011), possuindo um parque cafeeiro de 2.124.930 hectares em
producdo e outros 212.931 hectares em formacao (ABIC, 2010). O setor produziu em
2010, mais de 47 milhdes de sacas de 60 quilos, o que lhe rendeu, cerca de U$
2.352.007 bilhdes através de exportacbes (ABIC, 2011).

Dada a relevancia econdmica da cultura, é cada vez mais importante o
desenvolvimento de técnicas que permitam a maior percepcao de lucros, seja através do
reducdo de custos ou pela agregacdo de valor ao café produzido. Neste sentido, grande
esforco tem sido empreendido para melhorar a eficiéncia da producgédo cafeeira,
especialmente no que diz respeito aos problemas fitossanitarios da cultura
(GUERREIRO-FILHO, 2006).

Dentre os problemas que ocorrem na cafeicultura brasileira, o bicho-mineiro,
Leucoptera coffeella, Guérin-Méneville, 1842 (Lepidoptera-Lyonetiidae), se destaca
como a principal praga (GUERREIRO-FILHO e MAZZAFERA, 2000). O inseto se
alimenta das células do parénquima palicadico das folhas (CROWE, 1964; RAMIRO et
al. 2004) provocando danos consideraveis as plantas (SOUZA et al. 1998),
principalmente pela queda prematura das folhas causada por conta da interrupcdo do
fluxo da seiva (NANTES e PARRA, 1977).

Em regiBes de alta incidéncia, ocorre acréscimo consideravel no custo de
producdo de café, acarretado principalmente pela baixa produtividade em consequéncia
dos danos causados as plantas e pelo uso intensivo de defensivos quimicos, maquinas e
equipamentos no controle da praga (GUERREIRO-FILHO, 2006). SEGUNDO
PAULINI et al. (1976) os prejuizos podem chegar até 50% da producdo total. A selecao
de cultivares resistentes ao inseto é considerada o método ideal de controle do inseto.

Genes de resisténcia ao inseto, presentes na espécie C. racemosa, foram
transferidos para C. arabica visando o desenvolvimento de cultivares resistentes.
Plantas pertencentes a geracdo RCg encontram-se ainda em selecdo em varios ensaios de
progénies instalados em regides de alta incidéncia da praga.

Embora a identificacdo de individuos resistentes seja possivel ainda na fase de
mudas, pouco se conhece acerca de compostos e processos bioquimicos envolvidos no

mecanismo de defesa dos cafeeiros.



Sabe-se até o presente que enzimas oxidativas como polifenoloxidase e
peroxidase, assim como acidos clorogénicos e fenois totais, ndo tem qualquer relacdo
com a expressdo da resisténcia (RAMIRO et al, (2006). Do mesmo modo, ndo existem
evidéncias da influéncia da cafeina presente nas folhas, na resisténcia da planta ao
inseto (GUERREIRO e MAZZAFERA, 2000).

Existe, no entanto, um universo de moléculas organicas que interagem
diretamente com proteinas e outras macromoléculas (HALL, 2006). Essas moléculas
atuam como substratos, inibidores ou ativadores alostéricos de enzimas ou podem ser
precursores de algumas moléculas importantes para diversas rotas celulares, ou até
mesmo um residuo metab6lico de alguma via de sintese ou degradacdo de
macromoléculas que por algum motivo é estocado e utilizado como defesa quimica
contra algum patégeno (ENGEL et al, 2002; DEMAIN e VAISHNAYV, 2006). Essas
importantes moléculas sdo denominadas metabdlitos (DIXON, 2001).

A metabol6mica, que pode ser definida como o estudo quantitativo de processos
metabdlicos em sistemas bioldgicos associados a analise estatistica multivariada
(VIANT et al., 2003), funciona como ferramenta para identificacdo de metabdlitos
celulares, isolando e caracterizando compostos de amostras bioldgicas (ROCHFORT,
2005; WECKWERTH e MORGENTHAL, 2005) buscando facilitar o entendimento de
como o gendétipo de um individuo esta relacionado com seu fenétipo (FUKASAKI e
KOBAYASHI, 2005; BINNECK, 2003).

A ressonancia magnética nuclear de prétons (*H RMN) é uma técnica de grande
utilidade para a metabolémica, uma vez que, a principio, qualquer produto constituido
por compostos quimicos que contenham prétons, emite sinais que podem ser captados
através da técnica (KRISHNAN et al. 2005). Através da *H RMN de um material é
possivel identificar a composicdo, as semelhancas e explorar a variabilidade natural
deste material (FIEHN, 2002).

Assim, 0 objetivo desta pesquisa se relaciona & identificacdo por *H RMN de
metabolitos que, individualmente ou em conjunto, possam caracterizar cafeeiros
resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro e serem usados como marcadores bioquimicos

na selecdo de plantas resistentes ao inseto.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Cafeicultura Brasileira

No género Coffea da familia Rubiaceae encontram-se descritas cerca de 103
espécies de cafeeiros. No entanto, 74% da producdo mundial de café é oriunda do
plantio da espécie Coffea arabica L. (Café arabica), 25% de Coffea canephora Pierre
(Café Robusta) e 1% da espécie C. liberica (CARDOSO, 1994).

O Brasil € o maior produtor e segundo consumidor de café, apresentando uma
area plantada da cultura de 2.337.861 milhdes de hectares (MAPA, 2011), que Ihe gerou
em 2010 mais de U$ 2 bilhdes através de exportacdes (ABIC, 2011).

Entretanto, a cultura é alvo de grande niumero de doencas e pragas, destacando-
se dentre elas o bicho-mineiro-das-folhas-do-cafeeiro, Leucoptera coffeella (Guérin-
Meéneville) (Lepidoptera - Lyonetidae).

Este inseto provoca danos severos aos cafeeiros, resultando na reducdo da
producdo de frutos, pois alimenta-se do mesofilo foliar e reduz a area fotossintética,
provocando queda prematura das folhas (REIS e SOUZA, 1986).

O controle quimico é o principal método utilizado para o controle e reducdo de
populacbes do inseto (SOUZA et al., 1998). Porém, observa-se que o uso continuo de
produtos tem gerado diversos problemas como a selecdo de populacGes resistentes
(FRAGOSO et al., 2003), além de acarretar maiores custos de producdo (GUERREIRO-
FILHO, 2006).

Por este motivo, a selecdo de cultivares resistentes é o0 método mais eficiente de
controle da praga com baixo custo financeiro, conferindo conseqgiientemente, melhores

producdes e lucros para o produtor.

2.2 Leucoptera coffeella, O Bicho-Mineiro-do-Cafeeiro

2.2.1 Biologia do inseto

A introducdo do inseto no Brasil ocorreu por volta de 1851, provavelmente
através de mudas de café provenientes das Antilhas e llha de Bourbon (FONSECA,
1944), porém, a primeira notificacdo desta praga com prejuizos relevantes aconteceu no
ano de 1860 nos estados do Rio de Janeiro e S&o Paulo (TAUNAY, 1943).



Somente a partir de 1970, a praga adquiriu proporcles relevantes ao setor
cafeeiro, por conta do uso indiscriminado de defensivos quimicos utilizados para
controle da ferrugem (Hemileia vastatrix), que ocasionou desequilibrios na
entomofauna e também pela adocdo de espacamentos mais largos entre linhas para
facilitar o controle mecanizado da ferrugem, que favoreceu o aumento da populacao de
L. coffeella (PARRA, 1985).

O bicho-mineiro apresenta desenvolvimento holometabolo, ou seja,
metamorfose completa, passando pelas fases de ovo (Figura 1. A), lagarta (Figura 1. B),
crisalida (Figura 1. C) e adulta (Figura 1. D) (SOUZA et al., 1998). Trata-se de um
microlepidoptero de habito crepuscular noturno, cujas mariposas medem 6,5mm,
possuem coloracdo branca-pardacenta e asas anteriores e posteriores franjadas. As

lagartas medem 3,5 mm ao final de seu desenvolvimento, e durante esse periodo, vivem

em minas ou lesdes foliares (Figuras 1. E) que constroem ao se alimentar do tecido
foliar (Figuras 1. F) (SOUZA et al., 1998).
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Figura 1- Fases do ciclo biolégico de Leucoptera coffeella: ovo (A), lagarta (B),

crisélida (C), adulta (D), lesGes foliares (E).

Os ovos sdo colocados na epiderme adaxial das folhas e ap6s a ecloséo, a lagarta
ndo tem mais contato com o meio externo, uma vez que penetra no tecido foliar através
da parte inferior do ovo que esta em contato com a epiderme da folha (GUERREIRO-
FILHO et al., 1991).

Ao se alimentar das células do tecido palicadico constroem galerias diminuindo
a capacidade fotossintetizadora das plantas e reduzindo a producdo dos frutos (PARRA,
1985).

O controle quimico é eficaz, mas aumenta substancialmente o custo de producéo
das lavouras. Assim, dada a importancia dessa praga para a cafeicultura, ha anos o
Instituto Agronémico de Campinas vem desenvolvendo e selecionando populacdes de

cafeeiros resistentes ao inseto.



Fase de ovo

O acasalamento e a postura dos ovos ocorrem preferencialmente ao entardecer,
quando a umidade relativa do ar é mais baixa (KATIYAR e FERRER, 1968). As
fémeas depositam numero variavel de ovos, sendo que a alimentacdo dos insetos com
solugdo de sacarose a 10% e sua manutencdo em temperatura em torno de 27° C,
contribuem para o0 aumento do nimero de ovos por postura (PARRA, 1981).

A oviposicdo é feita com maior freqliéncia na epiderme superior das folhas do
terceiro e quarto internddios do ramo (WALKER e QUINTANA, 1969), isto porque
existe preferéncia por oviposi¢do em folhas mais velhas em relacdo aquelas mais jovens
dos dois primeiros pares (BIGGER, 1969; PARRA, 1975). Os ovos do bicho-mineiro
possuem um aspecto gelatinoso e sdo muito pequenos, com dificil visualizacdo a olho
nu (MATOS, 2001).

A viabilidade e a duracdo da fase de ovo podem variar, especialmente em fungéo
da temperatura, sendo que a eclosdo das lagartas é mais precoce em temperaturas mais
elevadas (PARRA, 1981).

Fase de lagarta

As lagartas de bicho-mineiro apresentam em sua estrutura anatémica trés pares
de patas toraxicas e cinco falsas patas abdominais, tendo aparelho bucal do tipo
mastigador (SOUZA, et al., 1998).

Observagoes relatadas por NOTLEY (1948) revelaram que as lagartas passam
por quatro instares. Assim, em uma mesma lesdo podem estar presentes lagartas de
diferentes tamanhos. O canibalismo, fenémeno relativamente comum entre diversas
espécies de insetos, ndo é observado entre lagartas de L. coffeella presentes em uma
mesma lesdo (PARRA, 1981).

Assim como na fase de ovo, a temperatura e a umidade relativa do ar interferem
diretamente no desenvolvimento das lagartas. A duracdo da fase larval apresenta
diminuicdo com o aumento da temperatura, sendo a duracdo média das lagartas igual a
20,5 dias a 20°C; 9,5 dias a 27°C; 9,5 dias a 30°C e 10,1 dias a 35°C e viabilidade das
lagartas, ou seja, a porcentagem de insetos que passam a fase de crisalida € de 49,9%,
72,4%, 80,7% e 11,6%, respectivamente (PARRA, 1981).



O estagio de maturacédo foliar € um fator que possui grande interferéncia nessa
fase do ciclo bioldgico. O desenvolvimento das lagartas € reduzido e a taxa de
mortalidade, muito elevada em folhas mais novas, do primeiro e segundo pares de
folhas (BIGGER, 1969). Algumas evidéncias que podem afetar o desenvolvimento das
lagartas ja foram citadas; como a presenca de substancias resultantes do metabolismo
secundario (WALKER e QUINTANA, 1969), a maior concentracdo de fenadis totais, em
folhas mais jovens (SALGADO, 2004) e a maior quantidade de seiva em folhas mais
vigorosas (FONSECA, 1949).

Nessa fase, 0 inseto ndo possui contato com o meio externo, visto que logo apos
eclodirem do ovo que se encontra em contato direto com a cuticula da folha, as lagartas
perfuram essa superficie e penetram diretamente no parénquima pali¢adico, onde
permanecem se alimentando de células desse tecido até o abandono para transformacao
em criséalida. E no periodo larval que o bicho-mineiro causa danos as plantas (SOUZA,
etal., 1998).

Fase de crisalida

Ap6s o periodo larval, quando as lagartas atingem seu desenvolvimento
completo, estas abandonam as galerias, tecem um fio de seda e deslocam-se
preferencialmente para folhas do terco inferior das plantas, ou seja, na “saia” do
cafeeiro (GALLO et al., 1978). O casulo em forma de “X” ¢ tipico das espécies do
género Leucoptera que atacam o cafeeiro (CROWE, 1964) e localiza-se especialmente
na superficie abaxial das folhas (MATOS, 2001). Nesta etapa a lagarta sofre
metamorfose até atingir a fase adulta, transformando-se em microlepidoptero.

A temperatura tem papel relevante nessa fase do desenvolvimento do inseto.
Segundo Parra (1981) o tempo que o inseto permanece na fase de pupa reduz com o
aumento gradual da temperatura. A duracdo média da fase de crisalida é de 14 dias a
20°C, 5,5 dias a 27°C, 4,4 dias a 30°C e 3,6 dias a 35°C, enquanto a viabilidade dessa
fase é de 78,7% a 20°C, 94,7% a 27°C, 93,3% a 30°C e 25% a 35°C.



Fase de adulto

O adulto do bicho-mineiro é uma mariposa com aproximadamente 6,5 mm de
envergadura e habito crepuscular noturno de coloracdo prateada com uma mancha
circular de halo amarelo nas pontas das asas (SOUZA, et al., 1998). Seus v6o0s sdo
realizados preferencialmente entre 16 e 20 horas (EVANS, 1971).

A razdo sexual € de 1 macho : 1 fémea (PARRA, 1981). O aparelho ovipositor
das fémeas é bem evidente, o que torna facilmente possivel a identificacdo do sexo dos
individuos por meio da anélise visual com auxilio de microscépio esteroscopico.

E conhecido que insetos adultos possuem preferéncia distinta por oviposicdo em
diferentes hospedeiros. Folhas da cultivar Obatd IAC 1669-20 s&o preferidas em relagéo
a cultivar Catuai Vermelho de C. arabica ou a cultivar Guarini IAC 1598 de C.
canephora (MATQOS, 2001). O nimero de ovos depositados em folhas da espécie C.
racemosa foi vinte vezes menor do que os depositados em folhas da cultivar Mundo
Novo IAC 515 em estudos realizados por GONCALVES (1986).

A duracdo e a viabilidade da fase adulta também sdo influenciadas pela
temperatura e pela umidade do ar, porém, estudos conduzidos por Parra (1981)
revelaram que néo existe diferenca na longevidade de machos e fémeas em uma mesma
temperatura.

Os adultos vivem aproximadamente doze dias em temperaturas de 20 °C e 27 °C,
enquanto a longevidade é reduzida a cerca de quatro dias em temperatura de 30 °C.

A alimentacéo dos adultos a base de sacarose a 10% pode aumentar a duracdo da
fase, assim como, a fertilidade das fémeas (NANTES e PARRA, 1978).

2.2.2 Danos causados as plantas

Leucoptera coffeella, ocasiona danos ao cafeeiro apenas durante o estagio larval
de seu desenvolvimento. O tipo de lesdo produzido por este inseto é classificado como
mina, as quais surgem quando a larva penetra por meio da cuticula, formando cavidades
ao se alimentar do parénquima palicadico. As lesdes possuem bordas irregulares e
coloracdo amarelo palido (KONOOROVA e DE LA VEGA, 1985).



As minas provocadas pelo inseto, no mesofilo, situam-se somente no
parénquima palicddico (CARDENAS, 1981) e as lagartas de L. coffeella se alimentam
das células somente ali encontradas (CROWE, 1964).

Existe uma tendéncia maior de oviposicdo em folhas do terceiro e quarto
internddios implicando em um maior dano das mesmas. Essa preferéncia acentua os
prejuizos na producgdo, pois essa regido € responsdvel pela maior taxa de atividade
fotossintética do cafeeiro (NANTES e PARRA, 1977).

As infestaces podem levar a um decréscimo na producdo de até 50%, devido a
reducdo da superficie fotossintética da planta provocadas pelas lagartas e pela queda
prematura das folhas (MAGALHAES, 1964; KONOOROVA e DE LA VEGA, 1985).

A capacidade fotossintética da planta é comprometida porque o fluxo de &gua,
sais minerais e matéria organica é prejudicado com o desenvolvimento das lesdes
(KONOOROVA e DE LA VEGA, 1985). Mas, as perdas na producdo devem-se,
sobretudo ao desfolhamento das plantas, devido ao aumento do nivel de etileno
(SOUZA et al., 1998).

A nocividade de um individuo depende de suas necessidades alimentares e da
extensdo de suas lesbes. A voracidade da lagarta esta relacionada a temperatura e a
umidade relativa, sendo que, € maior em temperaturas mais elevadas e umidades mais
baixas (KONOOROVA e DE La VEGA, 1985). Segundo NANTES & PARRA (1977),
cada lagarta do bicho-mineiro destr6i em média, 1,15; 1,36 e 1,03 cm2 das folhas das
cultivares Catuai, Mundo Novo e Icatu, respectivamente.

Na maioria das vezes a infestacdo é iniciada com pouca intensidade, e quando a
maioria das folhas estd infestada, os adultos efetuam a oviposicdo mesmo sobre as
folhas ja minadas. Existe também uma relacdo direta entre 0 nimero de minas por folha
e a quantidade de folhas lesionadas na planta (KONOOROVA e DE LA VEGA, 1985).

O tamanho das minas nas folhas pode ser usado como um indicador do grau de
dano na plantagdo, j& que o tamanho das minas aumenta que aumenta infestagdo
(KONOOROVA e DE LA VEGA, 1985).

Durante o periodo de seca, redugdes de 25, 50 e 75% na superficie foliar de C.
arabica var. Mundo Novo foram responsaveis por 9,14; 23,53 e 87,24% de prejuizos na
producdo (PARRA, 1975).



O ataque intensivo da praga provoca a perda de 61% das folhas, diminuicdo de
70% do peso do tronco, 60% do peso das raizes, e 50% da atividade das folhas
(KONOOROVA & DE LA VEGA, 1985).

A longevidade de plantas atacadas pelo bicho-mineiro é comprometida, dado o
incremento na demanda energética necessario para restaurar a parte aérea da planta
(SOUZA et al., 1998).

2.2.3 Fatores que influenciam a incidéncia do inseto

Alguns fatores estdo diretamente relacionados com a incidéncia do bicho-
mineiro nas lavouras de café, como por exemplo, a temperatura, a umidade relativa do
ar e fotoperiodo.

A intensidade das infestacdes do bicho-mineiro pode variar de um ano para o
outro, numa mesma lavoura, entre lavouras de uma mesma regido e entre regioes
cafeeiras. Nas regiGes onde o clima é favoravel ao inseto, ou seja, altas temperaturas,
baixa umidade do ar e distribuicdo irregular das chuvas, com periodos secos
prolongados, ocorrem evolugbes rapidas das populacdes, que podem atingir altissimas
infestacOes e prejuizos (ALMEIDA, 1973; REIS & SOUZA, 1994).

Além do clima, outros fatores também sdo considerados importantes na
interferéncia do nivel de infestacdo da praga, como o espacamento adotado no plantio,
que quanto maior, promove um melhor arejamento das plantas, favorecendo a
infestacdo (SOUZA et al. 1998); o uso indiscriminado de produtos agricolas, que
desencadeia o desequilibrio da entomofauna predadora da praga, diminuindo a
possibilidade de um controle bioldgico, além da face de exposicdo das plantas e o

gendtipo das plantas hospedeiras

2.2.4 Flutuacéo populacional

A flutuacédo populacional do bicho-mineiro foi avaliada em diferentes regides
edafoclimaticas do Pais. Nos municipios do Alto Paranaiba, Triangulo Mineiro e do
Jequitinhonha ha ocorréncia de leses 0 ano todo sendo notados dois picos de infestacéo

nos meses de abril e maio e outro ainda maior em setembro. J& em novembro, quando



iniciam as primeiras chuvas, a quantidade de les6es nas folhas diminui rapidamente
(SOUZA et al., 1998).

Na regido sul do Estado de Minas Gerais e nas principais regides do Estado de
Sdo Paulo, verificou-se dois picos de infestacdo, sendo eles nos meses de abril-maio e
setembro-outubro (GONCALVES et al., 1978).

Estudos realizados em regides cafeeiras do Estado do Mato Grosso do Sul,
mostraram uma elevacdo do nivel de infestagdo a partir de janeiro-fevereiro, com
decréscimo a partir de maio-junho. No periodo que antecedeu setembro-outubro, o
bicho-mineiro se mantém com a populacao relativamente baixa (SEIXAS & CORREA,
1980).

Segundo PAULINI et al. (1975), h& ocorréncia de lesdes foliares durante o ano
todo, em regides diferentes do Centro-Sul da Bahia, havendo um pequeno aumento

durante e ap0s o periodo de seca e o decréscimo no periodo chuvoso.

2.2.5 Métodos de controle da praga

A praga ¢ especifica do género Coffea e todas as cultivares de C. arabica sdo
suscetiveis ao inseto (MEDINA-FILHO et al., 1977). Ndo se tem até o presente
momento, nenhuma cultivar resistente ao ataque do bicho-mineiro do cafeeiro e apesar
de existir influéncia do controle bioldgico na populacdo do inseto, este, ndo é suficiente
para controle da praga. Por esta razdo o uso de produtos quimicos € o método de
controle mais eficiente atualmente usado, o que eleva 0s custos de producdo e causa

prejuizos ao ambiente e ao proprio homem.

Controle quimico

Desde o surgimento da praga, houve uma constante procura por inseticidas que
pudessem matar as lagartas ainda nas minas. Os inseticidas recomendados na época
foram largamente utilizados, mas ndo apresentaram uma acgéo satisfatoria, uma vez que
eram extremamente toxicos ao homem e animais domésticos além de muito onerosos
nas concentragdes recomendadas (CROWE, 1964).

Ainda que a propriedade essencial dos inseticidas contra o bicho-mineiro seja

eliminar as lagartas nas minas, existem outras necessidades as quais os defensivos
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quimicos devem atender. O inseticida ndo deve deixar residuos na bebida do café, e téo
pouco causar danos ao cafeeiro. Devem apresentar efeito sobre todas as fases de
desenvolvimento do bicho-mineiro e controlar outras pragas do café, mas ndo devem ter
acao sobre parasitas e predadores das pragas. E, sobretudo, devem ser seguros e baratos
(CROWE, 1964).

O uso racional de defensivos quimicos € importante sob aspectos econémicos e
ecoldgicos, a importdncia da praga para a cafeicultura justifica o constante
aperfeicoamento dos métodos de controle (GUIMARAES, 1983).

Apesar de eficiente, o controle quimico de pragas e doengas aumenta
consideravelmente o custo de producédo, e pode levar a uma reducdo na populacdo de
inimigos naturais por apresentarem uma baixa seletividade. Nesses casos, a pressao de
selecdo pode ainda levar ao surgimento de racas de patdgenos resistentes aos produtos
aplicados (PINTO, 2006).

Controle bioldgico

A ocorréncia de parasitos e de predadores do bicho-mineiro sdo fatores que
afetam a flutuacdo populacional da praga (PAULINI et al., 1983). Assim, o controle
biol6gico natural consiste num fator essencial para a elaboracdo de planos de controle
integrado, e para isso, a deteccdo de espécies predadoras e parasitas, e seu nivel de
eficiéncia no controle biolégico natural ao bicho-mineiro sdo informacdes
indispenséaveis (GUIMARAES, 1983).

Durante as fases de lagarta e criséalida, o bicho-mineiro € freqlientemente atacado
por inimeros inimigos naturais, 0s quais tém a funcdo ecoldgica de desempenhar um
equilibrio, minimizando os danos causados pela praga. As primeiras espécies descritas
como parasitas do bicho-mineiro foram Bulophus cemiostoma Mann, e Bracon letifer
Mann (FONSECA, 1944).

A incidéncia de espécies de inimigos naturais se da em todas as regides cafeeiras
do pais. Entre as vespas predadoras destacam-se Brachygastra lecheguana e
Protonectarina sylveirae. Os microhimendpteros (parasitos) mais freqlientes sdo Mirax
sp, Proacrias coffeae, Colastes letifer, Closterocerus coffeellae e Horismenus
aeneicollis (PAULINI et al., 1983).
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Apesar disso, 0s inseticidaks sdo necessarios para o controle do bicho-mineiro,
uma vez que os inimigos naturais ndo detém sozinhos o aumento da populacédo da praga,
ajudando a minimizar os danos econdmicos. Portanto, o inseticida ideal é aquele
eficiente no controle do bicho-mineiro e com pouca interferéncia na populacdo de
inimigos naturais (PAULINI et al., 1983).

2.3 Cafeeiros Resistentes ao Inseto

Dentre o género Coffea, existem varias espécies com diferentes niveis de
resisténcia ao ataque de L. coffeella. Entretanto, apesar do uso de cultivares resistentes
ser a melhor alternativa para diminuicdo de gastos com o controle populacional do
inseto, atualmente, todas as cultivares de C. arabica s&o suscetiveis ao inseto.

Dessa maneira, esforcos importantes vém sendo empreendidos na selecdo de

cafeeiros resistentes a esta praga.

2.3.1 Fontes de resisténcia

Diferentes niveis de resisténcia genética ao bicho-mineiro sdo encontrados entre
as espécies do género Coffea (GUERREIRO-FILHO et al., 1999). Estas espécies foram
agrupadas nas categorias altamente resistentes (C. stenophylla, C. brevipes, C. salvatrix
e C. liberica), moderadamente resistentes (C. racemosa, C. kapakata, C. dewevrei e C.
eugenioides), suscetiveis (C. congensis e C. canephora) e altamente suscetiveis (C.
arabica) (GUERREIRO-FILHO et al., 1991).

A espécie C. racemosa tem sido utilizada como doadora de genes de resisténcia
as variedades de C. arabica. C. racemosa € uma espécie diploide alégama (2n = 2x = 22
cromossomos), exibindo um sistema de auto-incompatibilidade do tipo gametofitico, o
qual é responsavel por grande variabilidade genética entre os individuos (MONACO &
CARVALHO, 1972). E originaria de regides de Mocambique sujeitas a longos periodos
de estiagem, e apresenta resisténcia a seca (MEDINA et al., 1977).

A espécie C. arabica ¢ alotetraploide (2n = 44 cromossomos), autocompativel,
multiplicando-se predominantemente por autofecundacéo, o que a difere da maioria das

outras espécies do género que séo diploides.

12



MEDINA-FILHO et al. (1977b), sugeriram que a resisténcia presente em C.
racemosa é de natureza dominante, podendo ser determinada pela presenga de um par
de alelos com modificadores. Estudos realizados por GUERREIRO-FILHO et al. (1999)
evidenciaram porém que dois genes complementares e dominantes em C. racemosa,
denominados Lml e Lm2 conferem resisténcia ao inseto. Nota-se uma freqiente
incidéncia de desvios nas andlises de segregacdo de progénies obtidas por
autofecundacdo ou retrocruzamentos de plantas resistentes com cultivares suscetiveis ao
inseto, 0 que pode ser resultado da acdo de alguns genes modificadores sugeridos por
MEDINA-FILHO et al. (1977b).  Os hibridos entre essas espécies sdo obtidos com
relativa facilidade, mesmo com a distancia genética existente entre essas especies
(GUERREIRO-FILHO, 2007).

2.3.2 Tipos de resisténcia vegetal

Segundo LARA (1991), caracteristicas fisicas, morfoldgicas e quimicas das
plantas podem alterar o comportamento dos insetos e também interferir em sua biologia,
reduzindo sua adaptacéo e conferindo protecéo as plantas.

A resisténcia pode ser classificada em estética e ativa. A resisténcia estatica ou
constitutiva é aquela dada sem a agdo de agentes agressores, ou seja, quando a planta
expressa resisténcia de forma continua sem depender da acao de herbivoros. Este tipo de
resisténcia é conferida através estruturas morfologicas e barreiras fisicas da planta,
como cuticula lisa, espinhos, tecidos lignificados, espinhos, superficies pilosas e
producio de secrecdes aderentes (KUC, 1987; HARBONE, 1988; KARBAN &
MEYER, 1989; GATEHOUSE, 2002; FADINI et al., 2004).

Dentre as defesas fisicas (LUCAS et al, 2000) ou morfolégicas as quais atuam
negativamente sobre o inseto (FERNANDES, 1994) sdo exemplos: depoésitos
cuticulares, epiderme espessada, abundancia de cristais, tricomas, fibras na folha. Ja nas
defesas quimicas, destacam-se 0s metabolitos toxicos e/ou repelentes que atuam
minimizando o dano e reduzindo a palatabilidade (BASSET, 1994; LUCAS et al., 2000;
MELO & SILVA-FILHO, 2002; PEETERS, 2002).

A resisténcia ativa € representada por mecanismos quimicos de defesa,
desencadeados somente ap0s a injuria provocada pelo inseto (HARBONE, 1988;
KARBAN & MEYER, 1989; FADINI, 2004). Através deste mecanismo de resisténcia,
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varias plantas sdo capazes de produzir metabolitos secundarios com acgdo inseticida.
Estes metabdlitos possuem efeitos deletérios da planta sobre o inseto, provocando
principalmente alterag0es no seu desenvolvimento como mortalidade das formas jovens
e na transformacdo para adulto, reducdo do tamanho, peso e fecundidade dos

individuos, alteracdo da proporcao sexual e no tempo de vida (GATEHOUSE, 2002).

2.3.3 Formas de resisténcia

Caracteristicas anatémicas dos tecidos foliares de C. arabica e C. racemosa, e de
hibridos resistentes e suscetiveis de cruzamentos entre elas, foram correlacionados com
o nivel de resisténcia ao bicho-mineiro (RAMIRO et al., 2004). Nenhuma diferenca na
expessura dos tecidos foliares entre plantas hibridas resistentes e suscetiveis foi
encontrada pelos autores, sugerindo que essas caracteristicas anatdbmicas ndo estdo
envolvidas no mecanismo de resisténcia a L. coffeella e que a resisténcia parece ser
consequéncia de compostos fitoquimicos presentes nas células.

A relacdo entre a resisténcia ao bicho-mineiro e a oxidacéo fendlica em folhas de
cafeeiros resistentes e suscetiveis foram analisadas por RAMIRO (2003) e RAMIRO et
al. (2006). Em ambos os trabalhos chegou-se a conclusdo que os fendis presentes nao
atribuem resisténcia aos cafeeiros.

As concentracBes de acidos clorogénicos e caféicos foram relacionados com o
desenvolvimento da lagarta do bicho-mineiro por MAGALHAES (2005), entretanto, o
autor concluiu que estes fitoconstituintes também ndo possuem papel especifico na
interacdo entre hospedeiro-praga.

GUERREIRO-FILHO & MAZZAFERA (2000) comprovaram que niveis de
cafeina nas folhas de espécies Coffea ndo se correlacionam com a resisténcia a fase
larval do bicho-mineiro. Porém, MAGALHAES (2005) sugeriu que a concentracdo de
cafeina nas folhas é um mediador estimulante para oviposicéo de L. coffeella.

Niveis superiores de agucares e proteinas foram observados por Martarello et al.
(2008) em cafeeiros resistentes, enquanto plantas suscetiveis apresentaram niveis
superiores de clorofila.

A idade das folhas parece desempenhar o maior papel na expressdo da
resisténcia ao bicho-mineiro. Em C. racemosa, C arabica e nos hibridos derivados do

cruzamento entre essas espécies, as folhas mais velhas pareceram mais suscetiveis que
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as do primeiro e segundo pares. O maior nivel de resisténcia das folhas jovens é
normalmente devido a ocorréncia de metabdlitos secundarios, os quais sdo pouco
sintetizados em tecidos mais envelhecidos (GUERREIRO, 1999).

Apesar de muitos estudos visando identificacdo da resisténcia ao bicho-mineiro
pouco se sabe ainda a respeito deste mecanismo.

O presente estudo foi conduzido visando a aquisicdo de informacdes que
auxiliassem no entendimento dos mecanismos de resisténcia do cafeeiro ao inseto
através da identificacio de metabélitos por meio de *H RMN e desta maneira, dar

suporte a selecdo de cultivares resistentes ao inseto.

2.4 Selecdo Assistida por Biomarcadores

No manejo integrado de doencas e pragas, uma das estratégias preconizadas é o
uso de cultivares resistentes. Estas normalmente sdo desenvolvidas pela transferéncia de
genes de resisténcia presentes em espécies rusticas e normalmente ndo cultivadas, para
cultivares elite, proporcionando desta maneira, sucesso em programas de melhoramento
ha vérias décadas (ALZATE-MARIN et al., 2005).

Diversos sdo os métodos de selecdo que podem ser adotados em um programa de
melhoramento genético. O método de selecdo através de retrocruzamentos € ideal para
transmissao de caracteristicas com alta herdabilidade, controladas por um ou poucos
genes.

Este método envolve uma série de cruzamentos da progénie, de linhagens ou
cultivares selecionadas com um dos genitores (BOREM & MIRANDA, 2005). Este
método tem por objetivo, a recuperacdo de grande parte do genétipo do genitor
recorrente, normalmente um genotipo-elite, considerado superior em um grande nimero
de atributos, mas que é deficiente em uma ou poucas caracteristicas, as quais 0
melhorista procura transferir a partir do genitor doador (ALLARD, 1999).

A transferéncia de alelos dominantes é realizada mais diretamente que a de
alelos recessivos. Quando o alelo em transferéncia € recessivo, € necesséria a realizacdo
de autofecundagBes nas geracBGes impares, para a sua manifestacdo fenotipica e sua
selecdo. No caso da transferéncia de caracteres quantitativos, o método necessita a
manipulacdo de grandes populacdes e a selecdo inicia-se logo na primeira geracao
(BOREM & MIRANDA, 2005).
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Normalmente, o genitor doador da caracteristica de interesse € geneticamente
divergente em relagdo aos recorrentes, sendo necessarios ate seis ciclos de
retrocruzamento para recuperacdo satisfatdéria do genoma recorrente. Apo6s a Ultima
geracdo de retrocruzamento, as plantas sdo heterozigotas para a caracteristica
introduzida, e entdo deve-se proceder a mais uma ou duas geracOes de autofecundacéo
para fixacdo da caracteristica. Considerando mais uma geracdo para multiplicacdo de
sementes e mais uma geragao para ensaios de VCU, uma cultivar pode levar cerca de 10
geracOes para ser melhorada pelo método de retrocruzamento (BOREM & CAIXETA,
2006).

Por ser o cafeeiro uma espécie perene e de ciclo reprodutivo longo, o tempo e 0s
recursos empregados na selecdo de novas cultivares sdao relativamente consideraveis.
Uma das taticas para abreviar o periodo de selecdo e reduzir os custos com a
experimentacao agronémica é realizacdo de selecéo precoce de plantas.

Esta estratégia permite a identificacdo de cafeeiros com a caracteristica de
interesse sejam identificados ainda na fase de mudas e que ensaios de progénies sejam
instalados apenas com plantas resistentes, previamente selecionadas. Uma poderosa
ferramenta para execucdo de selecdo precoce sao 0s biomarcadores.

A utilizagdo de biomarcadores em programas de introgressdo de genes por
retrocruzamento é o exemplo mais concreto de melhoramento genético assistido por
(GUIMARAES & MOREIRA, 1999). Os biomarcadores podem ser usados no processo
de retrocruzamento para facilitar e/ou acelerar a recuperacdo do genoma do genitor
recorrente. Neste caso, deve ser definido um perfil molecular (sequéncia de DNA) ou
bioguimico (compostos metabdlicos) do pai recorrente para ser comparado com aqueles
obtidos das descendéncias criadas ao longo do processo de melhoramento. Somente
aquelas plantas que carregam o biomarcador da caracteristica de interesse e que
possuam um fingerprint semelhante ao do genitor recorrente sdo utilizadas nos
proximos ciclos de retrocruzamento (ALZATE-MARIN, et al., 2005).

Dessa forma, o nimero de retrocruzamentos necessarios para a recuperacdo do
fenotipo recorrente é reduzido de forma acentuada, acelerando o desenvolvimento de
cultivares melhoradas (OPENSHAW et al., 1994).

Entretanto, o uso de biomarcadores, seja ele bioquimico ou molecular, possui
limitagdes. As cultivares de C. arabica L. derivam, na grande maioria, das variedades

Tipica, originalmente introduzida no Brasil em 1727 e Bourbon, em 1859 oriunda da
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ilha de mesmo nome (FAZUOLI, 1977; ANTHONY et al. 2001), o que torna a base
genética da espécie bastante limitada (BERTHAUD & CHARRIER, 1988) o que
dificulta a obtencdo de marcadores moleculares. Além disso marcadores bioquimicos,
sdo moléeculas expressas, ou seja, o fendtipo de um individuo, estando por tanto sujeitas
a interferéncias ambientais.

Por isso, tanto marcadores moleculares quanto bioquimicos, séo técnicas que se
complementam e que de forma associada funcionam como uma alternativa de superar

barreiras experimentais.

2.5 A Metaboldmica

A metabolémica é a ciéncia que analisa, em larga escala, todos os metabolitos
presentes em uma amostra de um organismo cultivado sob condi¢des definidas,
estabelecendo uma relacdo direta entre o perfil metabolico tragado a uma caracteristica
fenotipica.

Todas as tecnologias envolvidas na andlise do conjunto de metabolitos em
qualquer nivel de complexidade (organismo, 6rgdo, tecido, célula ou mesmo
compartimentos celulares) compdem a metaboldmica - ou metabondmica - (FIEHN,
2002; DUNN et al. 2005). Esses dados quimicos sdo amplamente associados a
quimiometria, que busca trata-los estatisticamente promovendo uma melhor
interpretacdo dos mesmos.

Esta ciéncia representa a analise quali e quantitativa do conjunto total de
metabolitos de baixo peso molecular, inferior ac1500Da, em um dado sistema bioldgico
em um determinado momento (ASTLE et al.,, 2007; TRUJILLO et al.,, 2006). As
moléculas incluem peptideos, aminoacidos, &cidos nucléicos, carboidratos, acidos
organicos, vitaminas, polifenois, alcaldides, minerais, bem como qualquer outra
substancia quimica ingerida ou sintetizada por uma célula ou organismo (WISHART,
2008).

Esses metabolitos sdo produzidos como intermediarios e finais de todos 0s
processos celulares, podendo ser classificados em primarios e secundarios. Os primeiros
estdo diretamente envolvidos na sintese ou degradacdo de macromoléculas, e 0s

segundos, estdo presentes em plantas e fungos (HALL, 2006) e atuam como
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componentes estruturais, na defesa contra herbivoros e patogenos, atrativos
polinizadores e alelopatia (ENGEL et al. 2002).

Estima-se que mais de 100.000 metabdlitos secundéarios sejam produzidos por
plantas, enquanto o numero total é estimado em mais de mais de 500.000 (HADACEK
2002). Para avaliar esta diversidade de compostos quimicos, varias abordagens foram
iniciadas na Gltima década, principalmente devido a enormes avangos na instrumentagao
e manipulagéo de dados.

As principais técnicas para analise metabolémica sdo a cromatografia gasosa
(CG) ou liquida (CL), acopladas a espectrometria de massas (EM) ou espectroscopia de
ressondncia nuclear magnética (RMN) (RIST, 2006).

A metabol6mica vem tendo cada vez mais aplicacdes em estudos de toxicologia
(ROBERTSON, 2005; LINDON et al., 2005; VIANT et al., 2006) nutricdo e
farmacologia (GERMAN et al., 2005).

2.5.1 Espectroscopia de prétons por meio de RMN

A 'H RMN é uma técnica com alta sensibilidade, na ordem de micromolares,
ndo é invasiva e que requer minimo pre-tratamento das amostras, além de necessitar de
volume de amostras (500uL) e tempo de aquisi¢do de dados relativamente pequenos.

O perfil metabolémico é obtido por meio da comparacdao com sinais de RMN de
moléculas individuais, previamente medidos em condicdes fisiologicas e adicionados a
uma biblioteca de metabdlitos. Dados espectrais dos metab6litos mais comuns
encontrados em biofluidos (aminoacidos, acucares, lipideos, etc.) estdo disponiveis na
literatura cientifica (ZUPPI et al., 1997; PODO et al., 1998; MOOLENAAR et al.,
2003) e fazem parte de bancos de dados integrados a programas para processamento e
anélise de dados de RMN (Chenomx NMR Suite 4.0, Chenomx, Canada; KnowltAll,
Bio-Rad).

A base do fendmeno de ressonancia magnética nuclear parte do fato que os
nacleos atdbmicos tém momento angular intrinseco ou spin. As projecdes do momento
angular em relacdo a um eixo de quantizacdo sdo determinadas pelos possiveis valores
que o nimero quantico magnetico pode assumir, existindo, portanto valores para essas

projecdes. No caso do *H seu nicleo possui s6 um préton e tem um niimero quantico (1)
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de spin | = 1/2, com duas orienta¢cfes possiveis ml = 1/2, —1/2. Alguns nicleos como
2C e 1°0, tém 1 = 0, e por isso &0 insensiveis & presenca de um campo magnético.

A ressonancia magnética nuclear é uma técnica que consiste em aplicar um
campo magnetico estatico para fazer o desdobramento entre os possiveis niveis de
energia do sistema de spins, e um campo magnético oscilante para induzir transi¢des
entre os niveis de energia do sistema (GIACOMANTONE, 2005). Uma transi¢do de um
nivel para outro leva & emissdo ou absorcdo de um féton cuja energia é dada por AE, e
que depende da temperatura, do campo magnético e do fator giromagnetico de cada
nucleo. A freqliéncia de oscilacdo dessa radiacdo emitida é chamada freqliéncia de
Larmor, caracteristica para cada tipo de ndcleo atdbmico sob a acdo de campos
magnéticos. Esta frequéncia pode ser entendida como a frequéncia de precessdo da
magnetizacdo resultante de todos os spins ao redor do eixo definido pelo campo
externo. Esse movimento de precessdo pode ter sua direcdo alterada através da
aplicacdo de um segundo campo magnético oscilante (Brf), linearmente polarizado com
uma determinada freqiiéncia de grande oscilacdo num curto espago de tempo, os pulsos
de radio frequéncia (RF).

Depois de desligado o pulso de RF o vetor de magnetizacdo retorna ao estado de
equilibrio original. Este processo se denomina relaxacdo e varia devido as interacdes
dos spins dos atomos de sua vizinhanga - ambiente quimico-, possibilitando desta
maneira, a identificacdo precisa de compostos quimicos ali presentes. 1sso porque, essa
volta ao equilibrio induz uma corrente elétrica numa bobina colocada ao redor da
amostra, e a oscilagcdo temporal dessa corrente carrega informagdes sobre as frequéncias
de precessdo de todos os nucleos na amostra. Cada tipo de ndcleo tem uma freqiiéncia
caracteristica que depende de sua identidade e do ambiente quimico ao seu redor, o que

permite a diferenciacdo de arranjos atbmicos em moléculas.

2.6 Quimiometria: Analise em Componentes Principais (ACP) e Regressdo por
Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)

Dados gerados pela espectroscopia de prétons sdo tratados por analise
discriminante de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS-DA), executada a fim

de agucar a separacdo entre os grupos de observacOes, de tal forma que a maxima
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separacdo entre as classes seja obtida e de facilitar o entendimento das variaveis que
separam e carregam a informacao destas classes.

PLS-DA consiste em um classico modelo de regressdo por quadrados minimos
parciais (PLS) tendo como base para sua elaboracdo a analise de componentes
principais (ACP).

A andlise multivariada de dados quimicos, conhecida como quimiometria, surgiu
da necessidade de técnicas de tratamento, do ponto de vista matematico e estatistico,
para dados quimicos considerados complexos (WOLD et al., 1987; THOMAS, 1994;
BEEBE et al., 1998; FERREIRA et al., 1999; BRERETON, 2000; GEMPERLINE,
2006).

Utilizando—se principalmente de algebra matricial e anélise numérica para
conversdo da resposta instrumental do dado quimico de interesse, a quimiometria
permite que a avaliacdo da influéncia das variaveis na informacdo que se deseja extrair
dos dados seja de forma global, sendo possivel observar as correlagdes entre elas
(BRERETON, 2000), o que torna a quimimiometria uma ferramenta importante para
interpretacdo dos dados quimicos.

A analise em componentes principais € o0 método quimiométrico mais
amplamente difundido, sendo considerada por muitos como a base para a maioria dos
tratamentos utilizados na analise multivariada dos dados (WOLD et al., 1987; BEEBE
etal., 1998; FERREIRA et al., 1999; BRERETON, 2003).

Este método de analise consiste na projecdo de dados multivariados, de modo a
proporcionar a reducdo das dimensbes dos mesmos permitindo a visualizacdo das
informagdes mais significativas em um ndmero menor de novas variaveis, as entdo
chamadas componentes principais. Essa diminuicdo na dimensionalidade dos dados
ocorre quando as variaveis sdo altamente correlacionadas, ou colineares, apresentando
assim informacdes redundantes.

Assim, as amostras sdo projetadas num novo sistema de eixos de modo que as

informagdes mais significativas ou predominantes se tornam mais visiveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste projeto foi estabelecer método para identificacdo por meio de
técnicas de ressonadncia magnética nuclear (RMN) e de quimiometria, marcadores
bioquimicos que caracterizem cafeeiros resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro
possiveis de uso no programa de melhoramento do cafeeiro visando resisténcia ao

inseto

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar o nivel de resisténcia ao bicho-mineiro de duas progénies da
planta H14954-46 C1351 EP 473, sendo a primeira (G1) formada por 136
plantas adultas e a segunda (G2) formada por 80 plantas jovens, por meio de
testes de infestacdo controlada realizados em laboratérios;

e Definir o método mais adequado para o preparo das amostras e extracdo de
metabdlitos e posterior anélise em espectroscopia de *H por RMN;

e Identificar metabdlitos que ocorram de modo diferencial em genotipos
resistentes e suscetiveis, nas diferentes fases de desenvolvimento do inseto, e
que pudessem ser usados como marcadores bioquimicos da resisténcia ou

suscetibilidade da planta ao bicho mineiro.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

O material vegetal analisado pertence a geracdo F,RCs (Figura 2) do programa
de melhoramento genético visando resisténcia do cafeeiro ao bicho-mineiro, conduzido
pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Foram avaliadas duas progénies obtidas
por polinizacdo aberta do acesso H14954-46, cova, 1351, ensaio de progénie EP473,
localizado em Campinas, SP. A primeira progénie (G1) é composta por 136 plantas

adultas e a segunda (G2) é composta por 80 plantas jovens com 16 meses de idade.
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Geracao Genealogia
Parental C.racemosa C. arabica
IAC1195 X Blue
2crs l Mountain
4crs
F, IAC 1195-5-1 X C. arabica
33crs 1
RC, IAC 1195-5-6 X C. arabica
3Bas
RC; IAC 1195-5-6-2 X C. arabica
Mas H4782-7-882
clctfXcXc
RC; H11421-11 X C. arabica
C2818 EP221 IAC 81
cict/XcXc l CIClXcXc
RC, H13685-1 X C. arabica
1841 IAC 62
EP369 CiCi/xcxc
CictfXcXc 'l'
RCs H14954-46
C1351 EP4AT3
Ct_ Xcxe
|
®
F:RCs H14954-46-1 a H14954-46-136

Figura 2- Genealogia do material vegetal: populacdo segregante F,RCs, usados nos

experimentos.

4.2 Criacao de Insetos

Uma populacgédo de bicho-mineiro foi mantida em laboratério para realizacdo das
infestagbes controladas. Os insetos foram mantidos em gaiolas de 60 x 60 x 60 cm,
constituidas por uma armacdo e fundo de madeira, sendo as paredes laterais e a parede
superior revestidas por tecido “voil”, permitindo circulagao do ar em seu interior
(Figura 3. A), sob condic¢es controladas (temperatura de 27 + 2° C, fotofase de 14 horas
e umidade relativa de 70 £ 10%).

A alimentacgdo dos insetos foi realizada através de papel filtro umedecidos com
solucéo de sacarose a 10%, mantido na superficie superior da gaiola (Figura 3. B), que
era trocado periodicamente para evitar a fermentagdo da solugdo acucarada e o
desenvolvimento dos fungos.

Diariamente, mudas jovens de cafeeiros da cultivar Obatd IAC 1669-20 de C.
arabica (Figura 3. C), suscetivel ao inseto, eram infestadas nas gaiolas de criacdo e em
seguida, mantidas em caixas plasticas (Figura 3. D), nas mesmas condic¢des do insetario

até que os insetos atingissem a fase de crisalida. Neste estagio, folhas contendo
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crisalidas eram entdo destacadas e recolocadas no interior das gaiolas de criacdo, onde
ocorreu a emergéncia dos adultos e consequente o fechamento do ciclo bioldgico dos

insetos.

Figura 3- Criacédo de insetos em laboratério. Gaiola de criacdo e manutencéo de insetos

(A), papel filtro com solugéo de sacarose10% usada na alimentagéo de insetos adultos
(B), Canteiro de mudas de cultivar suscetivel Obatd IAC 1669-20 usadas na criacdo de
insetos (C), Mudas infestadas (D).

4.3 Avaliacéo do Nivel de Resisténcia das Plantas

Duas progénies da planta H14954-46 C1351 EP473 foram avaliadas de acordo
com o nivel de resisténcia ao inseto: a primeira denominada G1 constituida por 136
plantas adultas (Figura 4. A) e a segunda denominada G2 constituida por 80 mudas com

dezesseis meses de idade (Figura 4. B).

Figura 4- Material vegetal: progénie G1 composta por 136 plantas adultas (A) e G2
formada por 80 mudas (B), ambas oriundas do cafeeiroH14954-46 C1351 EP473 —
mudas.

Folhas do terceiro ou quarto internddios, a contar do apice, foram infestadas nas
gaiolas de criacdo de insetos e mantidas em camaras Umidas (Figura 5), durante cerca de

quinze dias.
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Foi utilizada a escala de 1 a 4 pontos, estabelecida por RAMIRO et al. (2004),
para avaliacdo da resisténcia, dada em funcéo do tipo de reaces das lesdes presentes
nas folhas (Figura 5).

1 ponto 2 pontos 3 pontos 4 pontos

10 mm
A

Figura 5- Escala de 1 a 4 pontos atribuidos a diferentes tipos de lesdes causadas por
Leucoptera coffeella em folhas de cafeeiros com niveis distintos de resisténcia ao
inseto, sendo A) LesOes pontuais — plantas resistentes; B) Les6es filiformes pequenas —
plantas moderadamente resistentes; C) LesOes grandes irregulares — plantas
moderadamente suscetiveis; D) Lesdes grandes arredondadas — plantas suscetiveis.
(Adaptado de Ramiro et al. 2003).

Apds a identificacdo do nivel de resisténcia das plantas dos grupos G1 e G2,
estas foram destinados a diferentes experimentos. Plantas do grupo G1 foram utilizadas
na padronizagdo da técnica de extracéo e analise de espectroscopia de *H por RMN. O
segundo grupo (G2) foi utilizado no experimento com infestaces, para posterior
caracterizacdo do perfil metabdlico e identificacdo de marcadores bioquimicos de

resisténcia e suscetibilidade ao bicho-mineiro durante o desenvolvimento do inseto.

4.4 Padronizacdo da Técnica de Processamento do Material Vegetal para

Obtencdo de Extrato Aquoso

A partir do grupo G1, constituido por 136 plantas com diferentes niveis de
resisténcia ao bicho-mineiro, 30 plantas foram selecionadas para compor os tratamentos,
sendo 15 plantas resistentes (R) e 15 plantas suscetiveis (S), com notas 1 e 4
respectivamente. Utilizou-se como critério de selecdo das matrizes dos tratamentos, a
homogeneidade quanto ao estagio de desenvolvimento das plantas e o aspecto

fitossanitario.
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Retirou-se uma folha de cada planta que compunha os tratamentos, para
obteng@o de uma amostra composta das respectivas classes R e S.

Diferentes métodos de processamento do material vegetal foram avaliados na
qualidade do extrato aquoso, sendo eles: a) secagem das folhas em microondas, b)
liofilizacdo das folhas e posterior extracdo em agua c) material vegetal fresco extraido
em &gua e d) material vegetal fresco extraido em &cido perclérico, conforme
esquematizado na figura 6. Os extratos foram obtidos em trés repeti¢des e analisados em

duplicatas atraves de espectroscopia de prétons por RMN.

; Método de Meétodo de
Tratamento : 5 35
desidratagao extragio
Material seco em Marur e Sodek | | Gomes-Cadenasetal. (2002)
microondas (1995)
Material Liofilizado Marur e Sodek | | Gomeg-Cadenasetal. (2002)
(1995)
Material Fresco Gomes-Cadenaset al.
(2002)
Material Fresco Kruger et al. (2008)
Trésrepeticoes
Triplicatas

Figura 6- Esquema de obtencdo dos tratamentos a partir dos métodos de desidratacao e

extragéo.

Para escolha definitiva do método de processamento do material vegetal, foi
levada em consideracdo a qualidade do extrato aquoso, a pureza das amostras obtidas, a
facilidade da execucdo do método e principalmente o poder de discriminacao entre as

classes de resisténcia (R e S).

4.4.1 Secagem do material vegetal

A desidratacdo das folhas deu-se a partir da técnica descrita por MARUR & SODEK
(1995), a sequir:
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e Secagem em microondas: folhas das plantas R e S, apds terem sido coletadas,
foram desidratadas em forno microondas em poténcia média, através de
repetidas sessdes de 1 minuto cada, até atingirem peso constante.

o Liofilizacdo: as folhas foram coletadas no campo e imediatamente submersas em

nitrogénio liquido. Em seguida, foram submetidas a liofilizacéo tradicional.

4.4.2 Uso de material vegetal fresco

Com o objetivo de diminuir as etapas de procedimentos e possiveis alteracoes
nas amostras, o uso de material vegetal fresco foi comparado com os outros métodos ja
descritos.

O material vegetal fresco foi obtido a partir de coleta direta das folhas na planta
e imediata submersdo em nitrogénio liquido. Em seguida as folhas congeladas foram

pulverizadas e encaminhadas para os procedimentos de extragéo.

4.4.3 Extracdo em agua

Para obtencdo dos extratos aquosos, adotou-se 0 método proposto por GOMES-
CADENAS et al. (2002) com modificacédo relacionada ao uso de tampéo.

Apos o preparo das amostras secas em microondas ou liofilizadas e do material
fresco, 100mg de cada amostra foi homogeneizado e extraido em 800 uL de agua
destilada com tampéo fosfato de sédio (pH 7.0) por 3 minutos. Apds esse periodo, 0s
extratos foram centrifugados em 50009 por 10 minutos e filtrados.

Aliquotas destes materiais foram acondicionadas em freezer a -80 °C até a
analise em RMN.

4.4.4 Extracdo em acido perclorico

A extracdo de metabolitos a partir do uso de folhas frescas foi realizada segundo
método descrito por KRUGER et al. (2008)

Trés gramas do material fresco foram pulverizadas em nitrogénio liquido em
almofariz pre-resfriado (Figura 7. A). Antes da evaporagdo do nitrogénio liquido,
adicionou-se 1 ml de HCIO,a 3 M gelado.
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A amostra congelada foi transferida para um tubo falcon, onde permaneceu
descongelando-se lentamente sobre o gelo, por 15 minutos (Figuras 7. B e C). Em
seguida, adicionou-se 5 ml de HCIO4a 1 M para cada grama de tecido vegetal, deixando
a amostra no gelo por mais 30m minutos. Apos esse periodo, o material foi centrifugado
a 25.000 g por 15 minutos a 4°C de onde separou-se o precipitado do sobrenadante A
(Figura 7. D).

O precipitado restante foi ressuspendido e homogeneizado em um volume de
HCIO, a 1 M, equivalente ao utilizado para a primeira extracdo. Apos a centrifugacao,
separou-se 0 sobrenadante do precipitado decantado. Os dois sobrenadantes A e B
foram combinados obtendo-se um Unico extrato, que teve seu pH neutralizado na faixa
entre 5,0-6,0 através da adi¢cdo de KOH a 2 M (Figura 7. E).

Para remocao do precipitado resultante da neutralizacdo do pH da amostra, o

extrato foi centrifugado a 25.000 g por 15 minutos a 4 °C. O extrato resultante foi
liofilizado e em seguida dissolvido em mL de tamp&o NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7,5).

Figura 7- Extracdo realizada segundo método descrito por Kruger et al. (2008).
Material fresco pulverizada em nitrogénio liquido em almofariz pré-resfriado (A),
amostra congelada em processo de extracdo (B e C), precipitado e sobrenadante do

extrato centrifugado (D) e extrato final, ap6s a unido dos dois sobrenadantes (E).

4.5 Infestacdo das Plantas e Caracterizacdo do Perfil Metabolico em Diferentes
Estagios do Desenvolvimento do Inseto

Trés plantas resistentes (lesdes pontuais; tipo de reacdo 1) e trés plantas
suscetiveis (lesbes grandes e arredondadas; tipo de reacdo 4) foram selecionadas no
grupo G2 para 0 uso no presente experimento, sendo cada planta analisada como uma
repeticéo.
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As mudas R e S utilizadas neste experimento tiveram suas folhas lavadas com
agua corrente, sendo em seguida expostas a oviposicao nas gaiolas de criacdo de insetos
onde foram realizadas as posturas, sendo mantidos em camaras umidas (Figura 8. A).
Em cada disco foliar foram mantidos apenas 5 ovos (Figura 8. B).

Nestas camaras umidas, os discos foliares, infestados com os ovos de L.
coffeella, ficam expostos a uma alta umidade e temperatura favordvel para o
desenvolvimento do inseto. Estas condigdes climaticas sdo proporcionadas através de
uma espuma umedecida com &gua posicionada ao fundo de uma vasilha e uma tampa de

vidro transparente que impede essa umidade de baixar.

Figura 8- Discos foliares infestados e mantidos em camaras Umidas para
desenvolvimento do inseto (A), disco foliar com 5 de ovos (B) - area circulada contém 5

0oVvos.

Os diferentes extratos foram obtidos a partir de extragdes realizadas em
diferentes periodos a contar da postura inicial dos ovos (T;= ap6s a oviposi¢do; T,= na
eclosdo das lagartas; Ts= em discos de folhas com pequenas lesdes e T,= em discos de
folhas com lesBes maiores, sendo, 12 horas, 4, 7, e 10 dias respectivamente.

Estes extratos foram usados na identificacdo de padr6es metabdlicos presentes
em cada tratamento, através de ‘H RMN, nos diversos periodos. O mesmo
procedimento de extracdo e analise foi realizado em amostras isentas de infestagéo (Ty),

sendo todos eles analisados em duplicatas, conforme apresentado na figura 9.
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: Infestacdo __ o o 0 0
artificial
Eclosdo Lesbes Lesbes

Oviposicéo das lagartas Pequenas Grandes
12h 4 dias 7 dias 10 dias

} ) ) )
o - | Obtencéo dos extratos ‘
|

| Sem M ‘ 3 repelltit;fnes |
infestacéo | Duplicatas ‘
'

Analise por RMN 'H

Figura 9- Esquema de obtencdo e analise dos tratamentos com e sem infestacdo e nos

diferentes estagios do desenvolvimento larval.

4.6 Analises de *H por RMN

Os extratos dos diferentes tratamentos dos dois experimentos (4.4 e 4.5) foram
descongelados a temperatura ambiente. Um volume de 600 uL de cada amostra foi
filtrado em dispositivos de filtragem Microcon YM-3 (Milipore) com porosidade capaz
de reter moléculas com mais de 3kDa (Figura 10. B). A partir do volume filtrado,
retirou-se uma aliquota de 500 uL que foi transferida para tubo de RMN para posterior
aquisicdo do espectro (Figura 10. C). Utilizou-se como locking e referéncia para
concentracdo 0,5 mM de acido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfénico (DSS),
concentracdo final com 10% D20.

Utilizou-se para aquisicdo dos espectros unidimensionais de *H, o espectrometro
Varian 500MHz do laboratério de RMN do LNBio (Figura 10. A), através de

sequéncias de pulsos otimizadas para supressdo do sinal da agua.
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Figura 10- Materiais utilizados para leituras de *H RMN: espectrometro Varian
500MHz (A), tubos de leitura de RMN (B), dispositivos de filtragem Microcon YM-3

(Milepore) para purificacdo dos extratos (C).

No primeiro experimento de padronizacdo experimental (4.4), os espectros
foram obtidos com 32 scans (repeticdes de leituras), tendo em vista tratar-se de analise
inicial utilizada para definicdo da técnica mais apropriada para obtencéo dos extratos.
Porém, para a realizacdo do segundo experimento (4.5) os dados foram obtidos com 256
scans, a fim de aumentar a precisdo experimental e de minimizar ruidos (sinais que
interferem na interpretacdo dos picos) de modo a tornar evidentes picos de metabolitos
presentes em pequenas concentragoes.

Para o tratamento e analise dos dados de RMN utilizamos o aplicativo Chenomx
NMR Suite. Este aplicativo possui médulos de processamento de espectros, simulagdo
de espectros, e uma biblioteca de espectros de centenas de substancias puras. Essa
biblioteca de espectros é a base da tecnologia Targeted profiling, em que o espectro a
ser analisado € ajustado a uma soma de espectros das substancias puras, o que fornece

as concentracdes destas substancias na amostra (Figura 11).
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Figura 11- Identificacdo de metabdlitos por meio do aplicativo Chenomx NMR Suite

utilizando-se a tcnologia Targeted Profiling.

4.7 Andlise dos Dados Experimentais

Os dados experimentais relacionados aos dez metabdlitos — variaveis —
identificados e quantificados foram avaliados em conjunto a partir de andlises

multivariadas. Cada variavel foi também submetida a uma anélise de variancia.

4.7.1 Anélise em componentes principais

As analises quimiométricas foram executadas usando o software Pirouette 3.11.
A anélise de componentes principais (ACP) permite a reducdo da dimensionalidade
através da representacdo do conjunto de dados em um novo sistema de eixos,
denominados Componentes Principais (CP).

Quando a CP1 é calculada, uma variancia permanece sem ser explicada, ou seja,
uma quantidade de variancia continua ndo descrita. Esta quantidade de variancia nédo
descrita é chamada de residuos, que podem ser organizados na forma de matriz E

(matriz dos residuos), conforme representado na equagéo a seguir:
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X=TP"+E

Onde:

* X ¢ a matriz original ;

* T é chamada de escores (amostras) e contém o mesmo numero de linhas da
matriz original;

* P é chamada de loadings (varidveis) e apresenta 0 mesmo numero de colunas
da matriz original,

* O niimero de colunas da matriz T ¢ igual o numero de linhas da matriz P.

Depois que a CP; é calculada, a proxima componente principal (CP) é obtida
com a matriz residual e que contem a variancia ndo explicada pela CP; e, assim,

sucessivamente, conforme mostrado na equagéo abaixo.

X= t1p!1 + tgp,g + ... thp’h + E

O auto-escalamento foi o pré-processamento utilizado no tratamento dos dados
em funcdo das diferentes ordens de grandeza das varidveis estudadas, conforme o

modelo abaixo:

L —X.
] 4

X
x;; (autoescalado) = —
! 5.

4.7.2 Andlise fatorial discriminante

Anadlise Discriminante PLS (PLS-DA) € executada, a fim de agucar a separacao
entre os grupos analisados, por meio da rotacdo dos eixos obtidos na analise de
componentes principais (ACP) de tal forma que a méxima separacao entre as classes é
obtida, correlacionando as variaveis avaliadas.

A regressdo de minimos quadrados parciais (PLS), baseada na Analise de
Componentes Principais (PCA), decompde a matriz das variaveis independentes Xcal
(Equacdo a) e a matriz das variaveis dependentes Ycal (Equacdo b) em um novo
sistema de eixos (denominados componentes principais, variaveis latentes ou fatores),
representando as amostras em um menor nimero de dimensbes, sem perda de

informacdo analitica relevante. As novas coordenadas da amostra sdo denominadas de
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scores (T ou U) e 0 peso que cada variavel antiga contribui para formar as componentes
principais é chamado de loadings (P ou Q).
Posteriormente, realiza-se uma relacdo entre as duas matrizes de “scores”

(Equacéo c), das variaveis dependentes e independentes, atraves de um modelo linear.

Xcal=TP’ +E (Equacéo a)
Ycal=UQ’ +E (Equacéo b)
U=Db.T (Equacéo c)

Para avaliar o quanto o modelo PLS é capaz de prever concentracfes a partir dos
dados utilizados na construgdo do modelo utilizou-se os valores do erro padrdo (SEC -
standard error of calibration) e coeficiente de correlacdo para calibracdo (rCal)

adquiridos a partir das expressoes:

-

Nesta equacdo, y; é o valor de referéncia para a iésima amostra, e i é a previsdo

para o valor desta amostra.
4.7.3 Andlise de variancia

Analises de variancia foram realizadas para a avaliacdo de cada uma das
variaveis, ou metabdlitos. Na primeira série de cinco analises, em cada uma das cinco
fases de desenvolvimento do inseto foram comparados os dois grupos de plantas,
caracterizados pelo nivel de resisténcia das plantas a partir de delineamento
experimental inteiramente casualisado, representado pelo modelo: Yi; = p + i + € ;
sendo:

Yii= efeito do i®™ nivel do fator classe de resisténcia (ct), na j*™ repeticéo

u=  media do experimento

o= i®™ nivel do fator classe de resisténcia (o)
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ej= Efeito do erro na unidade experimental no i®™ nivel do fator classe de
resisténcia (o).

Os tratamentos foram representados pelos grupos R (Resistente) e S
(Suscetivel), sendo utilizadas seis repeticdes, representadas pelas plantas jovens.

Nas outras duas analises, foram comparadas as cinco fases de desenvolvimento
do inseto em cada um dos dois grupos de plantas. Adotou-se também o delineamento

experimental inteiramente casualisado, representado pelo modelo: Yi; = pu + o + € ;

sendo:

Y= efeito do i®™ nivel do fator fase de desenvolvimento (a), na j*™
repeticao

u=  méedia do experimento

o= i®M nivel do fator fase de desenvolvimento (o)

e;= Efeito do erro na unidade experimental no i*™ nivel do fator fase de

desenvolvimento ().

Os tratamentos foram representados pelas fases To (Antes da postura), T;
(Postura), T, (Eclosdo), T3 (LesGes pequenas) e T, (Lesdes maiores), sendo utilizadas
seis repeticOes, representadas pelas plantas jovens. As médias dos tratamentos foram

comparadas ente si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao do Nivel de Resisténcia das Plantas

A identificagdo do nivel de resisténcia ao bicho-mineiro dos individuos dos
grupos G1 e G2 encontra-se discriminada na tabela 1. Foram identificadas 58 plantas
resistentes (R + MR) no grupo 1 e 16 no grupo 2 e 78 plantas suscetiveis (S + MS) no

grupo 1 e 27 no grupo 2.
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Tabela 1- Nivel de resisténcia ao bicho mineiro de plantas dos grupos Gl e G2

avaliadas a partir da escala proposta por RAMIRO et al. (2004).

Total de

Tipo de reacéo Pontos plantas Identificacdo
Grupo 1 136
1 54 1,2,7,10, 11, 13, 15, 17, 18, 19, 20, 24, 29, 31, 32, 33, 36, 38,
Resistente (R) 39, 41,44, 45, 49, 51, 57, 60, 62, 65, 66, 73, 74, 77, 78, 80, 86,
88, 93, 96, 99, 100, 101, 102, 104, 106, 108, 117, 122, 124,
125, 127, 132, 134, 139, 140
Moderadamente 2 4 9,50, 59, 91
resistente (MR)
R+MR 58
3 30 6, 26, 30, 35, 37, 40, 47, 48, 61, 64, 67, 68, 69, 72, 79, 82, 84
Moderadamente 1 ’ 1 ’ 1 ’ ’ 1 1 ’ 1 ’ 1 ’ ’ 1 1
suscetivel (MS) 98, 103, 105, 107, 109, 111, 115, 116, 118, 119, 129, 130, 135
4 48 3,4,5,8,12,14, 16, 21, 22, 23, 25, 27, 28, 34, 42, 43, 52, 53,
Suscetivel (S) 54, 55, 56, 58, 63, 70, 71, 75, 76, 81, 83, 85, 89, 90, 92, 94, 95,

97,110, 113, 114, 120, 121, 123, 126, 128, 131, 133, 137, 138

Grupo 2 80
Resistente (R) 1 15 17, 20, 22, 30, 37, 43, 47,52, 61, 63, 64, 69, 73, 74 75
Moderadamente 2 1 42
resistente (MR)
R+MR 16
Moderadamente 3 16 16, 32, 40, 44, 45, 55, 60, 65, 66, 67, 68, 70, 77, 78, 79, 80
suscetivel (MS)
4 11 18, 23, 38, 46, 49, 51, 53, 54, 57, 59, 62

Suscetivel (S)

Segundo GUERRERO-FILHO (1999), a resisténcia ao bicho-mineiro-do-
cafeeiro é governada pela expressdo de dois genes complementares e dominantes que
segregam em F, na proporcdo de 9 resistentes para 7 suscetiveis. Assim a freqliéncia
esperada em cada um dos grupos seria 76 R : 60 S (no grupo 1) e 24 R : 19 S (grupo 2).
No entanto o nimero de plantas R e S observado foi significativamente diferente do
esperado corroborando a hipotese formulada por MEDINA-FILHO et al. (1977) de que
pode haver genes modificadores contribuindo para a expressdo da resisténcia do

cafeeiro ao inseto.
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Para a continuidade do trabalho foram selecionadas 15 plantas resistentes e 15
plantas suscetiveis do grupo G1 e trés plantas resistentes e trés plantas suscetiveis do
grupo G2, sendo as primeiras destinadas aos experimentos relacionados a padronizagéo
metodoldgica e as demais para as analises comparativas propriamente ditas entre plantas
com niveis distintos de resisténcia (R e S) e entre fases do desenvolvimento do inseto

(To a T4) dentro de cada nivel de resisténcia.

5.2 Processamento do Material Vegetal e Obtencéo dos Extratos

Perfis metabdlicos diferenciados foram caracterizados nos quatro métodos de
extracOes realizados, que variaram desde a presenca e auséncia de compostos (Tabela 2)
qguanto em concentracfes. Cada tratamento recebeu nomenclatura abreviada, a fim de
facilitar sua identificacdo, sendo: folhas liofilizadas (L), material vegetal fresco (F),
folhas desidratadas por microondas (M) e material vegetal extraido por acido perclorico
(AP).

Tabela 2- Compostos metabdlicos identificados a partir de diferentes métodos de
obtencdo dos extratos analisados por *H RMN.

Material Material Eresco Material desidratado por ~ Material extraido com

e microondas acido perclorico

Liofilizado (L) P M) (AP)
1,3-Dimetilurato ° ) ° °
Alanina X
Aspartato X
Epicatechina X
Ferulato o °
Frutose [ ° ) °
Fumarate X
Gluconato ° ° ° °
Glucose X
Malato ° ° ° °
Fenol X
Sacarose ° ° ) °
Treonine
Trigonelina ] ° o ®
Urocanate o L]
X (composto sem ° ° °

(identificagdo)
I1-Metilhistidina ° (]

X —variavel exclusiva do método; @ varidvel comum a outros tratamentos.
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Figura 12- Andlise fatorial discriminante (PLS-DA) realizada com metabdlitos
identificados em plantas resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro apds extracdo em
agua de folhas frescas (A), extracdo em agua de folhas secas em forno microondas (B),
extracdo em agua de folhas liofilizadas (C) e extracdo em acido perclérico de folhas

frescas (D).

Porém, a eficiéncia de um modelo PLS-DA esta relacionada com sua “robustez”,
ou seja, com a boa habilidade de previsdo, apresentando um decréscimo nos valores de
erro padrdo (SEC - standard error of calibration) e um aumento nos valores de
coeficiente de correlacéo para calibracdo (rCal) (FERRAO et al, 2001).

Estes parametros sdo obtidos a partir da variancia apresentada nas componentes
principais (eixos) e sdo considerados satisfatorios quando possuem valores proximos de
1 para rCal (prevendo amostras com 100% de acerto) e proximos de O para SEC
(indicando 0% de erro de classificacéo).

Todos os modelos obtidos a partir das quatro técnicas de extracdo apresentaram
relativos baixos valores de SEC e altos valores de rCal (Tabela 3) e conseqlientemente

uma boa separagéo dos tratamentos R e S (Figura 12).
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Dentre as técnicas testadas e avaliadas, 0 método de extracdo de metabdlitos a
partir de folhas frescas usando agua como solvente (método F) foi escolhido para dar
seqliéncia as analises posteriores, pois além dos valores satisfatorios de rCal (0,87) e
SEC (0,27), permitiu uma classificacdo eficiente dos grupos de resisténcia R e S ao

bicho-mineiro, e trata-se ainda do método de mais facil execucdo e 0 menos oneroso.

Tabela 3. Pardmetros quimiométricos dos modelos PLS-DA dos tratamentos F, AP, L
e M.

(o]
Tratamento fN de Variancia (%) SEC rCal
atores
Material vegetal fresco (F) 3 71,49 0.27 0,87
Material vegetal extraido por
Acido perclorico (AP) 3 79,07 0.28 0,92
Material vegetal liofilizado (L) 3 50,29 0,28 0,88
Material vegetal desidratado 3 88.37 0,29 0,85

por microondas (M)

5.3 Caracterizacbes dos Perfis Metabolicos nos Diferentes Estagios de

Desenvolvimento Larval

Neste experimento, buscou-se identificar os metabdlitos expressos de modo
diferencial entre as classes R e S em plantas ndo infestadas (To) e nos diferentes tempos
de desenvolvimento do inseto apds a postura dos ovos; T; — oviposicao (12 horas), T, —
ecloséo (4 dias), T3 — lesbes pequenas (7 dias) e T, lesbes grandes (10 dias). As analises
de '"H RMN foram realizadas através de leituras de trés repeticdes analisadas em
duplicatas para cada tratamento (To, T1, T2, Tz € Ty).

Foi obtido um perfil comum dos metabdlitos — alanina, asparagina, aspartato,
gluconato, malato, mio-inositol, metabdlito X (ndo identificado), teofilina, trigonelina e
sacarose, entre 0s grupos R e S, com variacdo de suas concentracdes para cada tempo de
desenvolvimento do inseto. Estes metabdlitos citados possuem um fingerprint muito
caracteristico, ou seja, apresentam picos no espectro de *H RMN muito bem definidos,
de modo que podem ser classificados com alta confiancga.

Outros metabolitos, como, 1,3-dimetilurato, carnitina, formato, fumarato e
treonina, também foram identificados através da 'H RMN, porém, estes, sdo
encontrados em regides do espectro com baixa resolucdo de sinais e séo afetados por

muitos ruidos (Figura 13. A). Além disto, alguns desses picos possuem sinais em
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frequéncias de sobreposicdo de picos (regides denominadas de cluster) o que
impossibilita a determinacdo precisa de suas concentracdes (figura 13. B). Outro
problema encontrado se relaciona a alguns desses compostos citados que apresentam
um figerprint duvidoso, com apenas um unico sinal ao longo do espectro (figura 13. C).
Por esses motivos, estes metabolitos foram considerados ndo confiaveis, ndo sendo
usados nas analises.

A presenca de um pico muito bem definido e isento de regides de ruidos e de
cluster, foi identificado e denominado “X”, pois ndo foi encontrado na biblioteca de
compostos do aplicativo (Chenomx) (Figura 13. D). Este pico foi analisado juntamente
aos outros compostos a fim de auxiliar a diferenciacdo das classes, pois é encontrado em

todos os tratamentos.
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Figura 13- Interferéncias nos picos do espectro de *H RMN. Area do espectro de ‘H

RMN com ruidos (A), regido de cluster (B), composto com um unico pico de frequéncia
de RMN (C), composto “X”, em azul (D), exemplo de composto confiavel (E) e

exemplo de composto ndo confiavel (F).
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As variacbes de leitura encontradas entre 0s grupos de resisténcia, 0s
tratamentos e as repeticdes, eram esperadas, visto que em cada situagdo citada Tp a Ty,
uma caracteristica biolégica pode ser responsavel por essa variagdo, sendo
respectivamente, a propria resisténcia da planta ao inseto, o avan¢o do desenvolvimento
larval e a particularidade metabdlica de cada individuo. Do mesmo modo, a semelhanca
entre as duplicatas era previsivel, visto que, aliquotas de uma mesma amostra biologica
foram utilizadas para composi¢do das mesmas e por tanto, estas deveriam se comportar

igualmente se ndo ocorressem interferéncias experimentais.

5.4 Analise Quimiométrica das Variaveis

Anédlises discriminantes de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS-DA),
foram realizadas em cada uma das fases Ty, T1, T, T3 € T4 considerando-se apenas as
varidveis alanina, asparagina, aspartato, gluconato, malato, mio-inositol, metabdlito

“X”, teofilina, trigonelina e sacarose.

5.4.1 Caracterizacdo do perfil metabdlico de plantas resistentes e suscetiveis na

fase T, sem infestacao

Quando dados relacionados ao perfil metabdlico de plantas R e S na fase Tg
foram avaliados isoladamente a discriminagéo entre grupos R e S apresentou resultados
satisfatorios, com rCal de 0,96 e SEC de 0,15, classificando corretamente todas as
amostras (Figura 14. A).

Comparando os gréaficos obtidos com a projecdo das amostras (A) e variaveis
(B) da anélise discriminante, é certo dizer que a separacdo entre as classes R e S
acontece ao longo da primeira componente principal (fator 1), sendo possivel verificar a
correlacdo entre o grupo suscetivel e as variaveis malato, alanina, aspartato, sacarose e
mio-inositol. Da mesma maneira, as amostras do grupo resistente ao inseto apresentam
maior correlacdo com o gluconato, asparagina, teofilina e a metabdlito X. Neste caso a
trigonelina ndo se mostrou correlacionada com nenhum dos grupos.

Alguns desses compostos sdo intermediarios ou produtos finais de varios
processos celulares e podem ser aproveitados em diversas vias secundarias do

metabolismo vegetal.
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Dentre esses processos celulares que envolvem o malato, tem-se o ciclo do &cido
citrico ou ciclo de Krebs, que é parte central das vias metabdlicas envolvidas na
conversdo quimica de carboidratos, &cidos graxos e proteinas em didxido de carbono,
agua e energia Util para as células (STRYER, 1988; CAMPBELL, 1999; NELSON &
COX, 2002). Este ciclo tem inicio a partir da molécula de acetil-CoA que é oriunda

principalmente a partir da glicdlise (LANCE & RUSTIN, 1984; MARTINOIA &
RENTSCH, 1994).
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Figura 14- Analise discriminante de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS-
DA) realizada com dados de metabolitos identificados em plantas resistentes (R - azul)
e suscetiveis (S - vermelho) ao bicho-mineiro na fase Ty. — plantas sem infestacdo.
Projecdo das amostras (A) e das varidveis (B) estudadas nos planos formados pelas

componentes principais fatores 1 e 2.
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Porém, além de fornecer substrato para o ciclo de Krebs, a glicélise fornece
compostos que podem ser utilizados em uma série de vias metabdlicas como:
biossintese de fenilpropandides, terpendides, esterdides e alcaldides derivados da via
do chiquimato ou de terpenodides, entre outras (KEGG: Enciclopédia de Quioto de

genes e genomas, acessado em abril de 2011) (Figura 15).
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Figura 15- Possiveis interaces entre rotas biossintéticas de fenilpropandides,
alcalGides e terpenos com a glicolise e ciclo de Krebs

Muitos metabdlitos secundarios garantem vantagens para a sobrevivéncia das
plantas (SANTQOS, 2004) e podem ser classificados quanto sua estrutura quimica, como
nitrogenados (alcaldides, aminoacidos ndo-protéicos e glicosideos cianogénicos),
terpendides (6leos essenciais, triterpenos, saponinas e glicosideos cardioativos) e
fenodlicos (ligninas, flavondides e taninos) (HARBONE, 1988; SANTQOS, 2004).

A biossintese de terpenos seja através da via do mevalonato ou da via sem
mevalonato (MPE/DOXP), produzem compostos diretamente relacionados com a defesa
vegetal contra herbivoria (HARBORNE, 1993) através de substratos advindos da via da
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glicolise, como o acetil-CoA, para o primeiro caso e piruvato e o gliceraldeido 3-
fosfato, no segundo caso.

Grandes quantidades de trabalhos na literatura fazem referéncia a terpendides
superiores como inibidores ou retardadores de crescimento, danos na maturacao,
reducdo da capacidade reprodutiva, supressores de apetite, podendo levar os insetos
predadores a morte por inani¢do ou toxicidade direta (VIEIRA & FERNANDES, 1999;
GODFREY, 1994; NDUMU et al. 1999; TINCUSI, 1998).

Deste mesmo modo, o malato pode ser correlacionado com a biossintese de
fenilpropandides e de alcaldides derivados da via do chiquimato, visto que compostos
pertencentes a estes grupos podem ser produzidos a partir da molécula de dehidro-
chikamato resultante do metabolismo de substratos originados da glicdlise (Figura 15).

A via do é&cido chiquimico é produtora dos compostos fendlicos, alguns
aminoacidos e alcaldides. Os compostos fenolicos estdo envolvidos na adaptacdo a
condigcdes de estresse ambiental, seja na defesa contra a radiacdo ultravioleta ou
agressao por patdgenos (FARAH & DONANGELO, 2006).

Portanto, pode-se estabelecer uma correlacdo inversamente proporcional entre a
atividade dessas vias metabdlicas com o ciclo de Krebs, através da quantificacdo do
malato. Esta correlacdo é possivel porque, quando os componentes da glicélise seguem
até o final do ciclo de Krebs, obtem-se como produto o malato, entretanto quando esses
componentes sdo destinados outras rotas secundarias, a presenca do malato ocorre em
menor concentracao.

Considerando essa relacdo inversamente proporcional entre a presenca do
malato, por conta da finalizacdo do ciclo de Krebs e a menor concentracdo deste por
conta do desvio de substratos da glicdlise para algumas vias metabdlicas secundarias,
como no caso a biossintese de terpenos alcaldides ou compostos fendlicos, pode-se
sugerir que estas vias sejam um caminho adotado pelas plantas resistentes analisadas,
enquanto que, as plantas suscetiveis utilizam o substrato da glicélise durante todo o
ciclo de Krebs até a obtencdo do malato.

Isto justificaria a maior correlagdo do malato com as amostras suscetiveis e
conseqlientemente sua menor correlagdo com as amostras resistentes, apresentada no
modelo de anélise discriminante realizada na fase Ty (Figura 14).

Outro composto identificado nas analises de *H RMN que esta correlacionado

com as amostras resistentes, € a teofilina. Este metabdlito pode ser sintetizado a partida
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de uma molécula de alfa-D-glicose-6-fosfato, originada da quebra da glicose e
conduzida para a vida de biossintese de alcaldides derivados de histidina e purina. A
importancia destes alcal6ides encontra-se pelo fato de possuem funcéo de defesa das
plantas contra herbivoros e patégenos (WINK, 1998).

A teofilina, bem como outros precursores da sintese de cafeina, sdo citados
como compostos que podem provocar a reducao no tempo da ecloséo dos ovos (PERES,
1990; AERTS e BAUMANN, 1994).

O aspartato ¢ um aminoacido precursor da alanina e asparagina, dentre outros
aminoéacidos. Estes trés aminoacidos citados foram identificados nos perfis metabolicos
das amostras analisadas e estabeleceram maior correlacdo com as amostras que
compdem a classe suscetivel (Figura 14). Resultados semelhantes foram obtidos por
MARTARELLO (2009). O autor encontrou valores médios de 1,72 e 1,04 para a
concentracdo de aspartato e alanina em plantas resistentes e 1,82 e 1,33 para 0S mesmos
aminoéacidos em plantas suscetiveis.

Esta correlagdo com a suscetibilidade pode ser consequéncia da utilizacdo de
substratos da glicolise para producdo desses aminécidos ao invés da utilizacdo dessas
moléculas advindas da glicolise como substrato para ativacdo de vias que podem estar
relacionadas com vias de defesa, como as ja mencionadas, biossintese de
fenilpropandides, terpendides, esteroides e alcaldides derivados da via do chiquimato ou
de terpendides.

Com base nessa discussdo realizada e nos resultados obtidos, pode-se sugerir
que as plantas resistentes, por terem menor correlagdo com malato e apresentarem
correlacdo com a teofilina, podem possuir uma defesa contra insetos e patdgenos
mesmo antes da infestacdo advindo da ativacdo de vias como dos terpendides e
esterdides, biossintese de alcaldides derivados da via do chiquimato, ou derivados
terpendides e policetideo. Ao contrario destas, as plantas suscetiveis apresentam uma
maior correlacdo com o malato, aspartato, alanina e asparagina, talvez pelo fato de que
as moléculas precursoras destes compostos sejam resultado da ativacao ciclo de Krebs e
a ativacao deste ciclo, pode ocasionar na ndo disponibilidade substrato para ativacgdo das

mesmas vias de defesa como nas plantas resistentes.
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5.4.2 Fase T; — 12 horas ap0s infestacdo — postura

Em muitos casos, as plantas podem responder com a ativagcao de mecanismos de

defesa logo apos a infestacdo por insetos. Entretanto, cafeeiros R e S apresentaram apos

infestacdo, pequena discriminacdo entre as classes (Figura 16).
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Figura 16- Analise discriminante de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS-
DA) realizada com dados de metabolitos identificados em plantas resistentes (R - azul)
e suscetiveis (S - vermelho) ao bicho-mineiro na fase T;. — postura. Projecdo das

amostras (A) e das variaveis (B) estudadas nos planos formados pelas componentes

principais fatores 1 e 2.
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As amostras (A) e as variaveis (B) descritivas das classes R e S na fase T;
encontram-se ilustradas na figura 16, sendo que os fatores 1 (25,01%) e 2 (32,73%)
explicam cerca de 57% da variéancia total. Os valores de SEC (0,29) e rCal (0,88) sédo
satisfatorios para predicdo de amostras na classe em questao.

A discriminacdo das classes no plano 1/2 ndo € muito evidente, mas pode ser
explicada principalmente pelas varidveis mio-inositol, trigonelina e teofilina para o
grupo S e a variavel X para o grupo R.

A variavel teofilina apresentou-se neste caso, mais correlacionada com a classe
S, diferentemente do que foi apresentado no tratamento anterior. A variavel X, apesar de
desconhecida, ainda nessa fase possui uma consideravel correlacdo com a classe

resistente, indicando ser um marcador em potencial para esta caracteristica.

5.4.3 Fase T, — 4 dias ap0s infestacéo - eclosao

Esta fase é caracterizada pela eclosdo das lagartas e imediata penetracdo no
mesofilo foliar. Todas as amostras na fase T, foram classificadas em seus respectivos
grupos (Figura 17). O valores de rCal e SEC do modelo PLS-DA apresentaram-se
altamente satisfatorios com valores 0,97 e 0,13 respectivamente.

Os metabdlitos posicionados a direita do grafico de variaveis (B) (malato,
metabolito X, teofilina, sacarose e trigonelina) sdo os que melhor se correlacionam com
as plantas resistentes, enquanto que as variaveis alocadas a esquerda do mesmo grafico
(alanina, asparagina, aspartato e gluconato) apresentam correlagdo com as plantas
suscetiveis (Figura 17).

As variaveis aspartato e alanina permanecem correlacionadas com a
suscetibilidade, porém o malato passou a ter correlacdo com as amostras da classe R.
Quando analisado isoladamente, o malato apresenta neste estagio (T,), uma grande
diferenca de sua concentracdo entre classe R e S, apresentando-se menor nesta Gltima.

Isto pode ter ocorrido por conta de que neste estadgio de desenvolvimento do
inseto (eclosdo), acontece uma injuria direta na folha, podendo funcionar como um
sinalizador para ativacdo de vias metabolicas de defesa, que exigem o consumo de
energia, de modo que as plantas resistentes comecam a produzi-la. Dessa maneira, 0
malato, resultado de reacOes que produzem moléculas energéticas (ciclo de Krebs) passa

a ter maior correlagdo com as classes R.
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Figura 17- Analise discriminante de regressao por minimos quadrados parciais (PLS-
DA) realizada com dados de metabdlitos identificados em plantas resistentes (R - azul)
e suscetiveis (S - vermelho) ao bicho-mineiro na fase T,. — eclosdo. Projecdo das
amostras (A) e das variaveis (B) estudadas nos planos formados pelas componentes

principais fatores 1 e 2.

Outra hipotese para esta inversdo na correlacdo entre o malato e as amostras
suscetiveis, é de que, apOs a eclosdo, as plantas da classe S também ativem um
mecanismo de defesa, conduzindo a partir deste momento, dos intermediarios da

glicolise seja para a biossintese de terpendides ou na producdo de alcaldides, o que a
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reduz a concentracdo de malato nesta classe e, conseqlientemente, sua correlacdo com a

variavel em questéo.

5.4.4- Fase T3 — 7 dias apds infestacdo — pequenas lesdes

Neste estdgio do desenvolvimento larval ocorrem os grandes danos as folhas,
pois a lagarta ja& estd em sua plena atividade metabolica podendo consumir mais de 1,3
cm? da area foliar (PARRA, 1977).

A analise discriminante de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS-DA)
realizadas na fase T3, considerando apenas as variaveis confiaveis, apresentou razoaveis
valores de rCal (0,73) e SEC (0,28), favorecendo a separacdo dos grupos R e S (Figura
18. A).

A partir da analise de PLS-DA, é possivel verificar que todas as variaveis se
mostraram mais correlacionadas com as amostras resistentes, de modo que todos 0s
metabolitos estdo localizados a direita do grafico de projecdo das varidveis (B),
enguanto as amostras suscetiveis estdo localizadas a esquerda do grafico de projecéo de
amostras (A) (Figura 18).

Associando-se essas informagdes, pode-se sugerir que nessa fase as plantas
sucetiveis direcionaram metabdlitos para ativacao das vias de biossinteses de compostos
que possam conferir defesa a planta, como terpendides, alcal6ides ou compostos
fenolicos, estdo ativadas, de modo que todos os metabolitos resultantes das vias
anteriormente utilizadas pelas plantas suscetiveis (malato, alanina, aspartato e
asparagine) estejam em menor atividade, reduzindo a correlacdo destes com a classe S.

Outra possibilidade para as baixas correlacbes das varidveis com as amostras da
classe S, é que nestas amostras, por conta da alta atividade de herbivoria neste estagio
de desenvolvimento, a quantidade de massa celular presente nestas amostras pode ser
menor do que nas amostras da classe R (onde n&o aconteceu o desenvolvimento da
lagarta) e, conseqlientemente, a concentragdo dos compostos estejam em maior

guantidade e desta maneira mais correlacionados com as amostras R.
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Figura 18- Analise discriminante de regressao por minimos quadrados parciais (PLS-
DA) realizada com dados de metabolitos identificados em plantas resistentes (R - azul)
e suscetiveis (S - vermelho) ao bicho-mineiro na fase Tz. — pequenas lesdes. Projecdo
das amostras (A) e das variaveis (B) estudadas nos planos formados pelas componentes

principais fatores 1 e 2.
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5.4.5- Fase T, — 10 dias ap0s infestacéo — lesdes maiores

Através da andlise discriminante de regressdo por minimos quadrados parciais
buscando a classificacdo das amostras da fase T4, verificou-se que a separacao entre 0s

grupos é relativamente eficiente (Figura 19), de tal modo que o rCal apresentou o valor

0,94 e SEC de 0,20.
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Figura 19- Analise discriminante de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS-
DA) realizada com dados de metabolitos identificados em plantas resistentes (R - azul)
e suscetiveis (S - vermelho) ao bicho-mineiro na fase T, — lesdes maiores. Projecédo das
amostras (A) e das varidveis (B) estudadas nos planos formados pelas componentes

principais fatores 1 e 2.

50



Em comparacdo entre os graficos de varidveis (B) e amostras (A), é possivel
atribuir relacdo entre as variaveis, sacarose, gluconato, mio-inositol, teofilina, X e
trigonelina, com as amostras pertencentes ao grupo de plantas resistentes. A permanente
correlacdo da variavel X com a classe das amostras resistentes, afirma o potencial desta
varidvel como marcador deste grupo. Da mesma forma, pode-se correlacionar as
amostras suscetiveis aos metabolitos, alanina, malato, asparagina e aspartato.

Estes mesmos metabdlitos correlacionados com a suscetibilidade da classe S
deste tratamento foram correlacionados com a classe S no tratamento Ty, entretanto, a
sacarose € 0 metabolito que se apresenta mais correlacionado com as amostras
resistentes. Uma explicacdo para este fato, € que este aclcar pode ter sido uma das
fontes de alimentacdo da lagarta durante sua acdo de herbivoria, diminuindo
conseqlientemente a concentracdo deste metabolito em plantas suscetiveis (atacadas)
propiciando a correlacdo da sacarose com a classe R.

Contudo, este perfil metabolico pode ter sido influenciado por conta da presenca
do material celular do inseto, processado juntamente com o material vegetal da classe S,

visto que a separacao deste era inviavel.

5.4.6- Caracterizacao do perfil metabdlico a partir da andlise conjunta das fases Ty
aTq

Através da analise discriminante de regressdo por minimos quadrados parciais
(PLS-DA) de todos os tratamentos (grupos R e S e fases Tg a T,4) avaliados em conjunto,
pode-se mensurar o poder de previsdo das amostras em cada uma de suas classes. Para
isto, foram utilizadas como variaveis, todos os metabélitos identificados por *H RMN,
ou seja, tanto os metabolitos confidveis quanto os parcialmente confidveis, pois assim
obteve-se uma melhor separacédo entre os tratamentos.

Referente & perspectiva do poder de previsdo do grupo Ty (antes da oviposigéo),
constatou-se que todas as amostras deste tratamento, sejam elas do grupo R ou S, se
agrupam de forma isolada dos outros tratamentos (Figura 20. A). Para tentativa de
previsdo das amostras do tratamento TO na sua respectiva classe, os valor de rCal
encontrado foi de 0,95 enquanto o valor de SEC foi de 0,12.

Entretanto, as analises de discriminante de regressdo por minimos quadrados

parciais (PLS-DA) obtidas buscando a previsao dos grupos Ti, T, T3 e T4, apresentou
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sobreposicOes de todas as amostras, de modo que nenhuma das fases de

desenvolvimento da lesdo teve uma separacao adequada.
A andlise simultanea dos graficos A e B da figura 20 permite visualizar que

plantas ndo infestadas (To) formam um grupo isolado de um segundo grupo formado por

plantas infestadas (T, a T4) sendo que as variaveis sacarose, formato e teofilina tem

maior correlagdo com as plantas do grupo To.
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Figura 20- Analise discriminante de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS-
DA) realizada com dados de metabodlitos identificados em plantas resistentes e
suscetiveis ao bicho-mineiro nas fases To- sem infestacdo (preto); T;- postura (laranja);
T,- ecloséo (cinza); Ts- pequenas lesdes (azul) e T,4- lesdes maiores (rosa). Projecao das
amostras (A) e das varidveis (B) estudadas nos planos formados pelas componentes

principais fatores 1 e 2.
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5.5 Analise de Variancia dos Metabdlitos Identificados por *H RMN

5.5.1 Andlise de variancia individual dos metabolitos entre as classes R e S

Analises de variancias foram realizadas para avaliacdo de cada uma das
variaveis ou metabdlitos. Na primeira série de cinco analises realizadas em cada uma
das fases de desenvolvimento do inseto, foram avaliadas eventuais diferengas entre os
grupos de plantas resistentes e suscetiveis.

No tratamento T, (sem infestacdo), observou-se que apenas 0 composto mio-
inositol, se diferenciou estatisticamente entre 0os grupos R e S, apresentando-se em

maior concentragdo nas plantas suscetiveis (Tabela 4).

Tabela 4- Analise de variancia dos metabélitos identificados na fase Ty

- - Média
Metabdlito F calculado  Probabilidade (P) Resistente Suscetivel
Alanina 1,86 0,20 0,06 a 0,07 a
Asparagina 0,18 0,67 1,05a 0,93 a
Aspartato 0,99 0,34 0,10 a 0,12 a
Malato 1,51 0,24 0,81a 1,03 a
Sacarose 0,26 0,62 0,79 a 0,83 a
Teofilina 1,72 0,21 0,16 a 0,14 a
Trigonelina 0,00 0,97 0,33a 0,33a
X 2,18 0,16 1,62a 1,35a
Mio-inositol 4,57 0,05 0,15b 0,19a
Gluconato 2,62 0,13 0,43 a 0,30 a

Médias seguidas por uma mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente

O mio-inositol é fisiologicamente, o0 isdmero mais comum entre 0s 0ito possiveis
isbmeros geomeétricos de inositol e esta envolvido em uma série de reacdes bioquimicas
com diversas fungdes no metabolismo celular (LOEWUS, 1990, BOHNERT, 1995,
LOEWUS & MURTHY, 2000).

Trata-se de uma molécula polialcool anel de seis carbonos que é sintetizado por
eucariontes e procariontes (MICHELL, 2007). Em eucariotos multiceulares o mio-
inositol é incorporado em muitos componentes celulares, incluindo aqueles envolvidos
na transducdo de sinal, como os fosfatos fosfatidilinositol e fosfatos mio-inositol (BOSS
et al, 2006), biossintese de parede celular, endocitose e trafego de vesiculas (SAIARDI
et al., 2002), expressdo génica (ALCAZAR-ROMANA & WENTE, 2007), percepcéo
de auxina e de armazenamento de fosforo (RABOY & BOWEN, 2006; TAN et al,
2007), tolerancia ao estresse (TAJI et al, 2006.) e sintese de oligossacarideos (KARNER
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et al, 2004). Assim, a sintese e 0 metabdlito do mioinositol afetam diretamente muitas
vias bioquimicas diferentes.

Tanto o mio-inositol quanto seus derivados sdo sintetizados a partir da glicose 6-
fosfato que é convertida para 1D-mio-inositol 3-fosfato (IP1) pela enzima mioinositol 3-
fosfato sintase (MIPS) (LOEWUS et al. 1990; LOEWUS & MURPHY 2000). Seguidas
fosforilagbes na molécula de mio-inositol conduzem a formacdo de seus derivados,
como o &cido fitico (IP6) e o mio-inositol 1,2,3-fosfato (IP3), importante molécula
sinalizadora na célula.

Considerando a diferenca estatistica apresentada entre as médias das classes R e
S, em relacdo ao mio-inositol, pode-se sugerir que hd uma maior ativagdo da rota de
biossintese do mio-inositol em plantas suscetiveis, por conta da maior concentragdo
apresentada pela classe. Desta maneira, pode-se especular que, moléculas de glicose 6-
fosfato, oriundas principalmente da glicolise sdo conduzidas para sintese deste
metabolito e seus derivados com mais intensidade nas plantas suscetiveis do que em
plantas resistentes.

Embora os resultados obtidos ainda devam ser validados por avaliacdo do
metabolito em progénies segregantes sem o conhecimento prévio do nivel de resisténcia
das plantas, o mio-inositol parece ser um bom candidato a biomarcador para
suscetibilidade em plantas ndo infestadas.

Por meio da andlise de variancia realizada com dados experimentais obtidos em
T, (oviposicdo), diferencas estatisticas significativas foram observadas entre as plantas
resistentes e suscetiveis quanto aos metabdlitos alanina e teofilina, tabela 5. Plantas
suscetiveis apresentam valores significativamente maiores que aqueles observados em

plantas resistentes.

Tabela 5- Andlise de variancia dos metabdélitos identificados na fase T,

. .. Média
Metabolito F calculado Probabilidade (P) Resistente Suscetivel
Alanina 410 0,07 0,09b 0,12 a
Asparagina 0,32 0,58 1,02a 1,13a
Aspartato 1,99 0,19 0,08 a 0,11a
Malato 0,05 0,82 0,60 a 0,65a
Sacarose 0,05 0,81 0,32 a 0,34 a
Teofilina 4,50 0,06 0,09 b 0,14 a
Trigonelina 0,00 0,99 0,67 a 0,67 a
X 0,23 0,63 2,46 a 2,30 a
Mio-Inositol 0,12 0,73 0,28 a 0,26 a
Gluconato 0,38 0,55 0,34 a 0,38 a

Médias seguidas por uma mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente
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A alanina é importante aminoacido produzido a partir da molécula de piruvato e
possui um papel crucial em plantas que possuem tolerancia sob deficiéncia de oxigénio,
isto porgue, seu acumulo ndo causa toxidez a planta (DREW, 1997).

A alanina fornece uma reserva de nitrogénio para a planta, de maneira que este
aminoacido pode ser convertido em piruvato por meio da reagdo de transaminagdo
catalisada pela atividade da enzima alanina aminotransferase e usado para a sintese de
outros aminoacidos e ou substancias (SOUZA & SODEK, 2003; MIYASHITA et al.,
2007).

Como indicado na tabela 5, a concentracéo de alanina é significativamente mais
elevada em plantas suscetiveis do que em plantas resistentes. Pode-se supor que plantas
suscetiveis possam estar utilizando esse mecanismo de acumulo de nitrogénio através
do aminoécido alanina.

SCRIBER & SLANSKY (1981) evidenciaram que os niveis de nitrogénio e de
agua encontrados nas plantas sdo positivamente correlacionados com a herbivoria, pois
os insetos fazem uso desta fonte alimentar para seu desenvolvimento e sobrevivéncia.

Entretanto, o fato de essa diferenca estatistica ter sido evidenciada em plantas
com ovos depositados pelos insetos (T;) sugere que em plantas suscetiveis, a alanina
pode estar relacionada com um mecanismo de reconhecimento deste evento — a postura
- e/ou sinalizacdo para ativacdo de uma via metabdlica de defesa vegetal, diferente do
mecanismo adotado pelas resistentes.

Pode ser ressaltado, ainda, que plantas que apresentem baixo teor de nitrogénio e
agua tendem a apresentar uma riqueza de compostos secundarios com base em carbono,
como os fendis e terpendides, enquanto plantas ricas em nitrogénio e gua tendem a
apresentar compostos secundarios com nitrogénio como os alcaldides, inibidores de
proteinas e glicosideos cianogénicos (MATTSON, 1980; BRYANT et al., 1983).

Essa afirmacdo reforca o fato de que o acumulo de nitrogénio possa estar sendo
exercido pelas plantas suscetiveis para uma possivel utilizacdo em vias de defesa
vegetal, porém sdo vias que ndo possuem a mesma eficiéncia quanto as vias utilizadas
pelas plantas resistentes.

A teofilina é um alcaldide pertencente ao grupo das metilxantinas advindo de

purinas. Possui uma relacdo com a cafeina, visto que estd envolvida em rotas

55



alternativas de sua biossintese (KATO et al., 1996) ou através de seu cataboslimo
(ASHIHARA et al., 1996; ITO et al., 1997).

A acdo tdxica da cafeina sobre algumas espécies de insetos fitéfagos ja foi
identificada em alguns trabalhos (RIZVI et al., 1980; NATHASON, 1984), porém,
GUERREIRO-FILHO & MAZZAFERA (2000) verificaram que este composto nédo
conferia resisténcia ao cafeeiro contra lagartas do bicho-mineiro.

A diferenca significativa em relacdo ao conteldo de teofilina encontrada na
analise de variancia no tempo T, entre as classes R e S, sugere que este metabolito ou
0s compostos envolvidos em seu metabolismo podem estar relacionados a sinalizagédo
de mecanismos de defesa da planta induzidos pela oviposi¢do. Segundo BERNAYS &
CHAPMAN (1994) algumas substancias como &cidos clorogénicos e cafeina e
derivados sédo relatados como mediadores de interagdes inseto-planta.

Os metabolitos malato e teofilina podem ser apontados como possiveis
biomarcadores no tempo T, (eclosdo), visto que estes apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre as classes de resisténcia R e S, como mostrado na tabela
6.

Tabela 6- Andlise de variancia dos metabdélitos identificados na fase T,

- - Média
Metabdlito F calculado Probabilidade (P) Resistente Suscetivel
Alanina 0,40 0,53 0,19a 0,22 a
Asparagina 0,78 0,39 0,98 a 1,15a
Aspartato 0,05 0,82 0,15a 0,15a
Malato 5,23 0,04 1,07 a 0,65b
Sacarose 4,52 0,05 0,34 a 0,29 a
Teofilina 7,02 0,02 0,14 a 0,09b
Trigonelina 0,15 0,69 0,39a 0,37a
X 0,84 0,38 2,27 a 2,12 a
mio-Inositol 0,00 0,99 0,17 a 0,17 a
Gluconato 0,08 0,77 0,34 a 0,37a

Médias seguidas por uma mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente

No entanto, diferentemente do observado em T;, valores médios maiores de
teofilina foram observados em plantas R do que em plantas S para o tratamento T,
(eclosdo). Esta inversdo pode ter acontecido por conta de que neste estagio do
desenvolvimento do inseto, a lagarta eclode dos ovos e provoca uma injuria diretamente

na epiderme foliar para invadir o mesofilo da folha.
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As injurias provocadas podem desencadear nas plantas uma sequéncia de
eventos para reduzir os danos presentes ou futuros, como a modificacdo das
propriedades quimicas desses tecidos que, conseqlentemente, influenciam o
crescimento e o desenvolvimento dos herbivoros ou patdégenos (RHOADES, 1983).
Dessa maneira, a teofilina pode ter seu metabolismo alterado de maneira que no estagio
T,, essa passou a ser mais concentrada em plantas resistentes.

Do mesmo modo, o malato, que ndo havia apresentado diferencas estatisticas
entre as classes R e S até este evento, passou possuir uma diferenca muito consistente,
apresentando maior concentracao em plantas resistentes.

Este composto € um produto do metabolismo vegetal considerado por muitos o
produto final da glicolise em vez do piruvato (LANCE & RUSTIN, 1984;
MARTINOIAE & RENTSCH, 1994).

E constituido por quarto carbonos e originado a partir do fumarato pela acéo da
enzima fumarase. Posteriormente, o malato é oxidado a oxaloacetato por acdo da
malato-desidrogenase (STRYER, 1988; CAMPBELL, 1999; NELSON & COX, 2002).

Os papéis funcionais para malato, em plantas, sdo bastante diversificados, sendo
0 seu principal envolvimento na respiracdo celular, mais especificamente no ciclo de
Krebs para producdo de moléculas energéticas (GIETL, 1992; KOCHIAN, 1995;
MARTINOIA e RENTSCH, 1994).

O ciclo de Krebs é parte central das vias metabolicas envolvidas na conversao
quimica de carboidratos, acidos graxos e proteinas em dioxido de carbono, agua e
energia Util para as células (STRYER, 1988; CAMPBELL, 1999; NELSON e COX,
2002).

Este ciclo esta associado a cadeia respiratoria, ou seja, um complexo de
compostos transportadores de prétons (H*) e elétrons que consomem o oxigénio (O,)
absorvido por mecanismos respiratérios, sintetizando agua e gerando ATPs através do
processo de fosforilacdo oxidativa (STRYER, 1988; CAMPBELL, 1999; NELSON &
COX, 2002).

Contudo, essa substancial diferenca entre médias de malato nas classes R e S, a
partir do tratamento T,, sugere que o mecanismo de obtencdo de energia da célula
encontra-se mais ativo em plantas resistentes. 1sso talvez ocorra pelo fato das plantas

resistentes ativarem alguma via de defesa vegetal, apds a eclosdo da lagarta, que
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necessite de grande consumo energético e por isso haja a necessidade de alta producéo
destas moléculas.

J& no estagio T3 (lesdes pequenas), diferencas estatisticas significativas foram
encontradas entre médias dos metabolitos, malato, sacarose e teofilina, como
apresentado na tabela 7. Desta maneira, estes compostos podem ser propostos como

biomarcadores nesta para 0s grupos R e S, neste estagio da infestacéao.

Tabela 7- Analise de variancia dos metabélitos identificados na fase T3

Metabolito F calculado  Probabilidade (P) Média
Resistente Suscetivel

Alanina 0,00 0,99 0,11a 0,11a
Asparagina 0,11 0,74 1,35a 1,28 a
Aspartato 0,09 0,76 1,15a 0,15a
Malato 0,71 0,02 1,03a 0,45b
Sacarose 23,59 0,00 0,34a 0,19b
Teofilina 11,74 0,00 0,08 a 0,04 b
Trigonelina 0,01 0,91 0,38a 0,38 a
X 0,52 0,48 2,27 a 2,07 a
mio-Inositol 0,52 0,48 0,18 a 1,57 a
Gluconato 0,37 0,55 0,34 a 0,29 a

Médias seguidas por uma mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente

A sacarose € o principal produto da fotossintese, respondendo por boa parte do
carbono que ¢ fixado nas folhas verdes (DENNIS & BLAKELEY, 2000). Esse acUcar €
composto por uma molécula de frutose e outra de glicose. Sua sintese ocorre no citosol
e pode ser considerada uma forma de reserva nos vacuolos de diversas espécies de
plantas. Esse dissacarideo também apresenta um importante papel como acglcar de
transporte, de curta e longa distancia, na maioria das plantas, principalmente pela
caracteristica ndo redutora que o composto apresenta.

Duas enzimas-chave sdo encontradas como principais reguladoras do fluxo de
sacarose: frutose 1,6 bifosfatase (FBPase — que atua na formacao da frutose 6-fosfato) e
sacarose fosfato sintase (SPS — que atua na etapa final da sintese). A atividade das duas
enzimas podem ser reguladas tanto ao nivel protéico da enzima quanto de forma
alostérica (MAGEL et al., 2000).

Em experimentos conduzidos por MARTARELLO et al., (2009), diferencas
significativas foram observadas entre as concentracdes de agucares totais de gendtipos
resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro, sendo que maiores concentracdes foram

observadas em plantas resistentes.

58



A sacarose ndo se diferenciou significativamente nas analises de variancia entre
as classes até o estdgio T; (lesdes pequenas). Entretanto, a partir dessa fase de
desenvolvimento da leséo, folhas de plantas resistentes apresentaram uma concentragéo
de sacarose bastante superior em relacao as plantas suscetiveis.

Talvez essa diferenca ocorra entre as classes R e S, por conta da atividade de
herbivoria exercida pela lagarta, neste estdgio de desenvolvimento, em plantas
suscetiveis, indicando que este agUcar possa ser uma das fontes da alimentacéo do inseto
na folha.

O metabolito malato, como ja mencionado, é uma molécula envolvida no ciclo
de Krebs que tem por objetivo produzir moléculas energéticas para diversos usos na
célula. A maior concentracdo deste composto em plantas resistentes, neste estagio de
desenvolvimento da lesdo (T3), sugere que estas plantas, assim como no estagio To,
podem apresentar um mecanismo de obtencdo de energia mais ativo do que as plantas
suscetiveis. Essa permanente producdo de energia realizada pela classe R, tanto no
tratamento T, quanto no T3, talvez seja consequéncia da necessidade de moléculas
energéticas para a o funcionamento do mecanismo de defesa adotado pelas plantas
resistentes.

Assim como ocorre com a sacarose a concentracdo de teofilina em amostras de
folhas de plantas resistentes € maior do que a observada em plantas suscetiveis a partir
da fase T,, levando a interpretacdo de que este composto ndo somente pode estar
relacionado com a sinalizacdo da eclosdo, mas também com um mecanismo mais
duradouro de defesa ativado pela planta.

Por fim, a analise de variancia realizada na fase T, (lesGes grandes) evidenciou
diferencas estatisticas significativas no metabdlito sacarose, entre as classes R e S,
destacando esse como provavel biomarcador para este evento na evolucdo da lesdo
causada por L. coffeella (Tabela 8).

Assim como no tratamento Ts, a significativa diferenca estatistica observada na
variavel sacarose, pode ser resultado da atividade de herbivoria realizada pela lagarta
neste estagio de desenvolvimento da lesdo (T4 — lesGes grandes), isto porque, em
plantas suscetiveis, onde as lagartas realizaram seu desenvolvimento completo e
consequentemente alimentaram-se do material celular, os valores médios de sacarose
foram muito inferiores aos valores verificados em plantas resistentes, onde néo

aconteceu a acdo do herbivoro. Isto reforca a idéia de que este aclcar seja um dos
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componentes principais da dieta do bicho-mineiro como demonstrado por NANTES &
PARRA (1978).

Tabela 8- Analise de variancia dos metabélitos identificados na fase T,

- - Média
Metabolito F calculado  Probabilidade (P) Resistente Suscetivel
Alanina 0,16 0,69 0,14 a 0,15a
Asparagina 1,52 0,24 1,11a 1,41a
Aspartato 1,24 0,28 0.16a 0,18 a
Malato 0,65 0,43 0,43 a 051a
Sacarose 9,58 0,01 0,33a 0,13 b
Teofilina 0,01 0,90 0,05a 0,05a
Trigonelina 0,33 0,57 0,40 a 0,35a
X 1,30 0,28 2,03a 1,65a
mio-Inositol 1,14 0,31 0,16 a 0,12a
Gluconato 1,05 0,32 0,31a 0,21a

Médias seguidas por uma mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente

Segundo os autores a alimentacdo dos adultos com solugdo de sacarose a 10%
influi positivamente sobre o nimero e a viabilidade dos ovos depositados por fémeas de

L. coffeella, assim como sobre a longevidade dos insetos.

5.5.2 Andlise de variancia individual dos metabdlitos entre as fases do

desenvolvimento do inseto

As plantas passam constantemente por diversas situac@es de estresses, sejam eles
fisicos (seca, solos deficientes, poluicdo e competicdo com outras plantas) ou biolégicos
(ataque de insetos ou pragas).

As injurias provocadas podem desencadear nas plantas uma seqléncia de
eventos para reduzir os danos presentes ou futuros, como a modificacdo das
propriedades quimicas desses tecidos que por consequiéncia, influenciam o crescimento
e o desenvolvimento dos herbivoros ou patogenos (RHOADES, 1983)

Na intengdo de avaliar o comportamento da expressao de cada varidvel ao longo
da evolugdo da lesdo promovida pelo inseto, realizou-se uma analise da variancia
individual dos metabolitos observados em cada fase do desenvolvimento dos insetos e
dentro das classes de resisténcia.

Diferencas estatisticas entre as fases de desenvolvimento do inseto apos a

postura foram observadas em plantas resistentes, nos valores mensurados de cada
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metabolito, com exce¢do do gluconato e asparagina (Tabela 9), bem como diferentes
tipos de respostas relacionadas a variacdo entre as fases foram observadas para cada

variavel (Figura 21).

Tabela 9- Anélise de variancia e médias de metabdlitos identificados por *H RMN, em

plantas resistentes em funcdo da evolucdo do dano causado por L. coffeella.

- F (P) Médias

Metabolito calculado  probabilidade TO T1 T2 T3 T4

Alanina 18,16 0.00 0,06 ¢ 0,09 cb 0,19a 0,11b 0,14 ab
Asparagina 0,68 0,60 1,05a 1,02 a 0,98 a 1,35a 1,11a
Aspartato 6,16 0,00 0,10 bc 0,08 c 0,15 ab 0,15 ab 0,16 a
Malato 3,49 0,02 0,82 ab 0,60 ab 1,07 a 1,03 ab 0,43b
Sacarose 21,12 0,00 0,79 a 0,32b 0,34b 0,34b 0,33b
Teofilina 15,4 0,00 0,16 a 0,09 bc 0,14 ab 0,08 c 0,05c¢c
Trigonelina 2,28 0,08 0,34b 0,67 a 0,39b 0,38b 0,40 b
X 2,24 0,09 162b 2,46 a 2,27 a 2,30a 2,03a
mio-Inositol 3,33 0,02 0,15b 0,28 a 0,17 ab 0,18 ab 0,16 ab
Gluconato 0,52 0,71 0,43 a 0,34 a 0,34 a 0,34 a 0,31a

Médias das varidveis nas linhas seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Médias dos dez metabdlitos identificados nas diferentes fases (To a T4) em

plantas suscetiveis encontram-se na tabela 10.

Tabela 10- Analise de variancia e médias de metabdlitos identificados por *H RMN, em

plantas suscetiveis em funcdo da evolucdo do dano causado por L. coffeella,

F (P)

Metabolito i TO T1 T2 T3 T4
calculado  probabilidade
Alanina 5,58 0,0023 0,07 b 0,12b 0,22 a 0,11b 0,15 ab
Asparagina 1,50 0,2312 0,93a 1,13a 1,15a 128 a 1l4l1a
Aspartato 4,02 0,0118 0,12b 0,11b 0,15 ab 0,15 ab 0,18 a
Malato 4,68 0,0059 1,04 a 0,65 ab 0,65 ab 0,45b 0551b
Sacarose 47,72 0,0000 0,83a 0,34 b 0,29 bc 0,20 bc 0,13 ¢
Teofilina 20,26 0,0000 0,14 a 0,14 a 0,09b 0,05¢ 0,05 bc
Trigonelina 2,82 0,0465 0,33b 0,67 a 0,37b 0,38b 0,35b
X 5,72 0,0021 1,35b 2,30 a 2,12 a 2,07 a 1,65 ab
mio-Inositol 474 0,0055 0,19 ab 0,26 a 0,17 ab 0,15b 0,12b
Gluconato 1,70 0,1629 0,30 a 0,38a 0,37 a 0,30 a 0,21a

Médias das variaveis nas linhas seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao grupo de plantas resistentes, a concentragdo de sacarose em Ty
maior e estatisticamente diferente das demais fases que por sua vez ndo se
diferenciaram entre si. Através da figura 21, é possivel perceber que ja no momento da

ovipostura (T;) acontece uma relevante queda na concentragdo de sacarose em relagéo
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ao valor mensurado no tratamento Ty (sem infestacdo). As demais médias se mantém
praticamente constante em T, Tz e Ta.

Da mesma maneira plantas suscetiveis possuem maior concentracdo de sacarose
no tratamento Ty do que os demais tratamentos (Figura 22). Isto nos leva a interpretar
que a reducdo da concentracdo sacarose independe do nivel de resisténcia expressado
pela planta.

MURRAY & HACKETT (1991) citam que o fornecimento de sacarose pode
desencadear o acumulo de acido clorogénico e outros polifendis em vegetais. Por sua
vez, devido as propriedades antioxidante e antibiotica, os acidos clorogénicos estéo
envolvidos em inimeras funcGes bioldgicas, tais como resisténcia a pragas e doencas
(MATSUDA et al., 2003).

Além disto, o fornecimento de moléculas de glicose a partir da quebra da
sacarose pode estar contribuindo para a reducdo desta Gltima apds a oviposicao (To).
Este mecanismo pode estar associado como fonte de obtengdo de moléculas energéticas
que servem de suprimento para a via de defesa adotada pelas plantas.

Assim, a sacarose parece ser metabolizada como uma resposta a infestacao (T1),
tanto em plantas resistentes quanto em plantas suscetiveis, visto que neste tratamento,
ocorre uma consideravel reducdo de sua concentragao.

Com isso, pode-se entender que o mecanismo adotado para utilizacdo da
sacarose em plantas resistentes mostra-se mais eficaz do que em plantas suscetiveis, ndo
permitindo o desenvolvimento da praga, possivelmente pela ativacdo vias secundarias
de defesa vegetal mais eficiente ao combate do inseto.

Em plantas resistentes, a teofilina, possui dois picos de maior concentracdo
correspondente as fases Ty (sem infestacdo) e T, (eclosdo) (Figura 21). A reducdo nos
teores de teofilina na fase T, sugere que o metabolismo desse composto é atenuado até o
momento em que a lagarta eclode (T,). A partir disto a concentracdo de teofilina é
retomada de modo semelhante ao To.

Os vegetais, em sua grande maioria, desenvolveram mecanismos de resposta
contra danos e doencas que, quando acionados, reconhecem a agressdo (SHEWRY &
LUCAS, 1997; de WIT, 2007). Com isso é possivel sugerir que um mecanismo de
sinalizacdo que envolve o metabolismo da teofilina, j& pré-exista em plantas resistentes,
de modo que apoés a infestacdo (T1), esse composto apresenta uma reagdo de resposta

(expressdo mais diminuida); wvoltando a ter uma concentragdo expressiva,
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principalmente apos a eclosdo dos ovos, nos tratamento T, diante aos outros tratamentos
(T3 e Ty).

Considerando esse possivel mecanismo de sinalizagdo acionado apo6s a
oviposicdo (T,), diferentemente das plantas resistentes, as plantas suscetiveis, parecem
apresentar uma resposta mais demorada. Mesmo com concentracdes de teofilina
semelhantes ao observado em plantas resistentes no tratamento sem infestacéo (To), as
plantas suscetiveis ndo parecem alterar imediatamente o metabolismo desse composto
apos a postura dos ovos do inseto, sendo que, sua reducdo ocorrera nas mesmas
proporcdes que nas plantas resistentes apenas apos a eclosdo das lagartas (T»), quando
estas ja estdo prontas para penetrarem no mesofilo foliar.

Esta pode ser uma das causas que comprometem a acao de defesa exercida pelas
plantas suscetiveis, uma vez que esta ndo se encontra preparada para se proteger contra
a acdo do inseto.

Outros compostos como a trigonelina, 0 metabolito X e o mio-inositol, também
possuem uma resposta metabdlica elevada no tratamento T; (Figuras 21 e 22),
apresentando concentragdes estatisticamente diferentes dos outros tratamentos (Tabelas
10 e 11), chegando a uma diferenca, entre as médias, quase sempre superior a 40% seja
em plantas resistentes ou em plantas suscetiveis.

Diversas fungdes podem ser atribuidas ao mio-inositol e seus derivados. Dentre
as principais, encontra-se a de reserva de fosfato, entretanto, além desta, os mio-inositol
fosfatos estdo envolvidos em muitos processos de rotas celulares como, transporte e
estocagem de auxina, biossintese de parede celular, endocitose e trafico de vesiculas
(SAIARDI et al., 2002), transducdo e regulacdo de sinal, regulacdo da sintese de ATP
(SAFRANY et al., 1999) e producdo de moléculas relacionadas ao estresse (LOEWUS
& MURTHY, 2000). Possuem ainda, participacdo expressao de genes e exportacdo de
mRNA (SHEN et al., 2003). Por isso, 0 mio-inositol, pode estar envolvido em diversos
mecanismos de resposta da planta, sendo que, independente do nivel de resisténcia (R
ou S), sua maior atividade encontra-se apo6s a infestacdo pelos insetos.

O metabdlito X possui um comportamento de resposta no decorrer dos eventos
analisados (To, T1, T2, T3 e Ty), tanto para a classe R (Figura 21) ou S (Figura 22), que
parece estar relacionado com um mecanismo de sinalizacéo e de defesa da planta, pois,
além de sofrer alteracdo ap0s a postura (estimulo), mantém concentracGes superiores

nos proximos tratamentos (resposta).
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Respostas diferenciadas quanto a caracterizacdo de perfis em diferentes estagios
de desenvolvimento da praga, também foram encontradas através da expressao de genes
ESTs por MELO (2006). Alguns dos ESTs analisados pelo autor foram somente
expressos por plantas resistentes ap6s a oviposicdo ou induzidos depois que a eclosdo
dos ovos aconteceu, em contrapartida, outros ESTs somente foram expressos em plantas
suscetiveis. O autor sugere uma possivel diferenca entre 0 mecanismo de sinaliza¢do
desencadeado pelo ataque de L. coffeella entre plantas resistentes e suscetiveis, sendo
que nestas ultimas, a sinalizacdo parece acontecer de maneira insuficiente para deter o
desenvolvimento larval.

Outras varidveis, porém, tiveram maior concentracdo estatisticamente
significativa no tratamento T, (ecloséo) em plantas resistentes, como o malato, alanina e
aspartato (Tabela 9). Este perfil observado indica uma resposta metabdlica conferida
pela acdo da lagarta sobre a folha apds a eclosdo dos ovos, e que provavelmente esteja
relacionada de alguma maneira com algum mecanismo de defesa adotado pela planta.

A concentragdo de malato se eleva a partir do tratamento T,, retornando em
seguida, a niveis mais baixos ja nos proximos tratamentos (Tz e T,) (Figura 21). E
possivel especular que a alteracdo observada no comportamento desta varidvel em
plantas resistentes, possa ter sido provocada em resposta a eclosdo dos ovos do bicho-
mineiro e por consequéncia ter desencadeado um mecanismo de sinalizacdo para
potencializar a via de obtencdo de moléculas energéticas (como no caso do ciclo de
Krebs, onde o malato é um intermediario). Estas moléculas podem ser utilizadas em
rotas de defesa contra o bicho-mineiro.

A alanina e o aspartato, assim como no caso do malato, apresentam teores mais
elevados no T, (Tabela 9) na classe R (resistente), também podendo estar relacionados
ao evento da eclosdo dos ovos de L. coffeella. Estes aminoacidos, assim como outros
compostos nitrogenados, podem servir como fontes de nitrogénio para composicao de
metabdlitos secundarios que venham garantir vantagens para a sobrevivéncia da planta
(SANTOS, 2004).

Ja em plantas suscetiveis, este comportamento metabélico ndo € observado nas
varidveis alanina e malato (Figura 22), de forma que juntamente com a divergéncia
entre estes perfis metabdlico das classes, pode-se entender que as estratégias de defesas

entre estas também séo diferentes.
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Figura 21- Gréaficos apresentando meédias das concentracbes de metabdlitos
identificados por *H RMN em diferentes fases do desenvolvimento do inseto em plantas
resistentes. Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 22- Gréaficos apresentando meédias das concentracbes de metabdlitos
identificados por 1H RMN em diferentes fases do desenvolvimento do inseto em
plantas suscetiveis. Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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6 CONCLUSOES

a) O método de extracdo de metabdlitos com agua a partir de folhas frescas é o
mais adequado para experimentos dessa natureza em fungéo da sua praticidade e
menor custo;

b) O mio-inositol pode ser considerado um biomarcador eficaz na identificacao de
plantas resistentes e suscetiveis néo infestadas mediante o uso de analise por *H
RMN;

c) A concentracdo de sacarose ¢ maior em plantas ndo infestadas independente do
nivel de resisténcia das plantas ao insetos;

d) O metabdlito X, ndo identificado, tem sua concentracdo aumentada com a
infestacdo independente do nivel de resisténcia da planta ao inseto;
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam que diferencas de
natureza bioquimica entre cafeeiros resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro podem ser

encontradas em plantas ndo infestadas - Fase TO - pelos insetos.

Embora diferencas de natureza bioguimica também tenham sido observadas em
fases distintas do desenvolvimento do inseto em cafeeiros infestados a fase T, deve ser
priorizada em estudos posteriores em funcdo da maior facilidade de trabalho, pois
dispensa a infestacdo das plantas em insetério.

Outros fatores que poderiam influenciar os resultados, como pequenas diferencas
na area foliar utilizada nas extracdes, seriam eliminados com a utilizacdo de cafeeiros

nao infestados.

O metabdlito mio-inositol é o mais importante candidato a biomarcador, uma
vez que estd presente em plantas suscetiveis ndo infestadas em concentragdes

estatisticamente superiores as observadas em cafeeiros resistentes (Tabela 4; Figura 21).

No entanto, sua verdadeira eficiéncia na selecdo assistida de plantas resistentes
precisa ser validada a partir de analises por ressonancia magnética nuclear de prétons de
progénies segregantes sem o conhecimento prévio do nivel de resisténcia das plantas.

Deve-se considerar também que além do método adotado de extracdo em agua
ser bastante trabalhoso, sua utilizacdo implica em uma sele¢do prévia da natureza dos

metabolitos passiveis de identificagdo.

O uso de sondas de analise por ressonancia magnética nuclear de prétons de
materiais semisdlidos, como as folhas de cafeeiros ndo infestados, dispensaria a fase de
extracdo tornando o método menos trabalhoso e, especialmente, mais eficiente no que
diz respeito ao espectro de metabolitos identificaveis, proporcionando maior robustez ao
modelo proposto.

Finalmente, a eficiéncia do método poderé ainda ser melhorada na sequéncia do

trabalho, com o uso de progénies segregantes composta por maior numero de plantas de
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modo a se obter agrupamentos mais confidveis nas analises multivariadas e também,
com a utilizacdo de experimentos mais longos, isto é, com maior nimero de ciclos, ou
scans, nas analises por 'H RMN, garantindo mais precisdo e seguranca na identificacdo

de maior nimero de metabdlitos.

69



8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABIC. Associacdo Brasileira da Industria de Café,. http://www.abic.com.br/.html
Acessado em marco de 2011.

AERTS, R.J.; BAUMANN, T.W. Distribution and utilization of chlorogenic acid in
Coffea seedlings. Journal of Experimental Botany, v.45, n.273, p.497-503, 1994.

ALCAZAR-ROMAN, A. R., WENTE, S. R. Inositol polyphosphates: a new frontier for
regulating gene expression. Chromosoma v.117, p.1-13, 2007.

ALLARD, R.W. Principles of plant breeding. J. Wiley, 1999. p.485.

ALMEIDA, P.R. O bicho mineiro do cafeeiro, Perileucoptera coffeella (Guérin-
Méneville, 1842) (Lepidoptera-Lyonetiidae) como fator de restricdo na producdo do
cafeeiro. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE ENTOMOLOGICA DO BRASIL,
1., Vicosa. Resumos... Sociedade Entomoldgica do Brasil, p.31, 1973.

ALZATE-MARIN, A.L., CERVIGNI, G.D.L., MOREIRA, M.A. & BARROS, E.G.
Selecgdo assistida por marcadores moleculares visando ao desenvolvimento de plantas
resistentes a doencas, com énfase em feijoeiro e soja. Fitopatologia Brasileira, v.30,
p.333-342, 2005.

ANTHONY, F.; BERTRAND, B.; QUIROS, O.; WILCHES, A.; LASHERMES, P;
BERTHAUD, J.; CHARRIER, A. Genetic diversity of wild coffee (Coffea arabica L.)
using molecular markers. Euphytica, Wageningen, v.118, n.1, p.53-65, 2001.

ASHIHARA, H., MONTEIRO, A. M., MORITZ, T., GILLIES, F. M., CROZIER, A.
Catabolism of caffeine and related purine alkaloids in leaves of Coffea arabica L.
Planta v.198, p. 334-339, 1996.

ASTLE J.; FERGUSON J.T.; GERMAN J.B.; HARRIGAN G.G.; KELLEHER N.L.;
KODADEK T. et al. Characterization of proteomic and metabolomic responses to
dietary factors and supplements. Journal of Plant Nutrition, v.137, n.12, p.2787-2793,
2007.

BASSET, Y. Palatability of tree foliage to chewing insects: a comparison between a
temperate and tropical site. Acta Oecologica, v.15, p.181-191, 1994.

BEEBE, K.R.; PELL, R.J.; SEASHOLTZ, M.B. Chemometrics: a practical guide. New
York: John Wiley, 1998. 348 p.

BERNAYS, E. A, CHAPMAN, R. F. Host-plant selection by phytophagous insects.
Chapman & Hall, New York, 1994.

BERTHAUD, J.; CHARRIER, A. Genetic resources of Coffea. In: CLARKE, R. J.;

MACRAE, R. Coffee: Agronomy. London: Elsevier Applied Science, v. 4, p.1-42,
1988.

70


http://www.abic.com.br/.html

BIGGER, M. Partial resistence of arabica coffee to the coffee leaf miner Leucoptera
meyricki Ghesp. (Lepidoptera-Lyonetiidae). East African Agricultural and Forest
Journal, v. 34, n. 4, p.41-445, 19609.

BINNECK, E. As Omicas: integrando a bioinformacdo. Biotecnologia Ciéncia e
Desenvolvimento, v.1, n.32, p.28-37, 2004.

BOREM, A.; CAIXETA, E.T. (Ed.). Marcadores moleculares. Vicosa, MG, [s.n.],
p.107-144, 2006.

BOREM, A.; MIRANDA, G.V. Melhoramento de plantas. 4.ed. Vigosa: UFV, p.547,
2005.

BOSS, W. F., DAVIS, A. J, IM, Y. J, GALVAO, R. M., PERERA, 1I. Y.
Phosphoinositide metabolism: towards an understanding of subcellular signaling.
Subcell Biochem, v 39, p.181-205, 2006.

BRERETON, R. G. Chemometrics: Data Analysis for the laboratory and chemical
plant. Chinchesster: John Wiley, 2003. p. 407.

BRERETON, R.G. Introduction to multivariate calibration in analytical chemistry.
Analyst, v.125, p.2125-2154, 2000.

BRYANT, J. P.; CHAPIN, F. S. KLEIN, D. R. Carbon/nutrient balance of boreal plants
in relation to vetebrate herbivory. Oikos. v.40, p.357-368, 1983.

CAMPBELL, M. K. Bioquimica. 3%d., Porto Alegre, Artmed Editora, 1999.
CARDENAS, R.M. Caracterizacion histo-morfologica del dafio del minador de la hoja,
Leucoptera coffeella en especies e hibridos de Coffea spp. y observationes sobre
resistencia. p.69, 1981.

CARDOSO, A.P.S. Café: cultura e tecnologia priméria. Lisboa: Silvas, 1994. p.169.

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. - Brasilia: Acompanhamento da
Safra Brasileira Café Safra 2011, primeira estimativa, janeiro/2011, 2011.

CROWE, T. J. Coffee leaf miners in Kenya. I-Species and life histories. Kenya Coffee
v.29, p.173-183, 1964.

DEMAIN, A. L.; VAISHNAYV, P. Involvement of nitrogen-containing compounds in
beta-lactam biosynthesis and its control. Critical Reviews in Biotechnology, v.26, n.2,
p.67-82, 2006.

DENNIS, D. T., BLAKELEY, S. D. Carbohydrate Metabolism. In: Biochemistry &
Molecular Biology of Plants. Buchanan, B.; Gruissem, W. & Jones R. (Eds) American
Society of Plant Physiologists. p. 630-67, 2000.

DIXON, R. A. Natural products and plant disease resistance. Nature, v.411, p.843-847,
2001.

71



DOBBINS, R. L. e MALLOY, C. R. Measuring in-vivo metabolism using nuclear
magnetic resonance. Curr Opin Clin Nutr Metab Care, v.6, n.5, p.501-509, 2003.

DREW, M. C. Oxygen deficiency and root metabolism: injury and acclimation under
hypoxia and anoxia. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology,
Palo Alto, v. 48, p. 223-250, 1997

DUNN W. B; BAILEY, N. J.; JOHNSON, H. E. Measuring the metabolome: current
analytical technologies. Analyst, v.130, n.5, p.606-625, 2005.

ENGEL, S.; JENSEN, P. R.; FENICAL, W. Chemical ecology of marine microbial
defense. Journal of Chemical Ecology, v.28, n.10, p.1971-1985, 2002.

EVANS, D. E. Recent research on the insect pests of coffee in Kenya. Nairobi:
Kenya Coffee Research Foundation, 1970. 24p.

FADINI, M.A.M.; LEMOS, W.P.; PALLINI, A.; VENZON, M.; MOURAO, S.A.
Herbivoria de Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) induz defesa direta em
morangueiro? Neotropical Entomology v.33, p.293-297. 2004.

FARAH, A.; DONANGELO, C. M. Phenolic compounds in coffee. Brazilian Journal
Plant of Physiololy, Londrina, v.18, n.1, p.23-26, June/Mar. 2006.

FAZUOLLI, L. C. Avaliacdo de progénies do café Mundo Novo (Coffea arabica L.).
Piracicaba, 1977. 146p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de
Plantas)-Universidade de S3o Paulo - Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”. Piracicaba, 1977.

FERNANDES, G.W. Plant mechanical defenses against insect herbivory. Revista
Brasileira de Entomologia, v.38, 421-433, 1994.

FERRAO, M.F. Técnicas de Reflexdo no Infravermelho Aplicadas na Analise de
Alimentos. Tecno-Lobgica, v. 5, p. 63-85, 2001.

FERREIRA, M.M.C.; ANTUNES, AM.; MELGO, M.S.; VOLPE, P.L.O.
Chemometrics I: Multivariate calibration, a tutorial. Quimica Nova, v.22, p.724-731,
1999.

FIEHN, O. Metabolomics: the link between genotypes and phenotypes. Plant
Molecular Biology, v.48, p.155-171, 2002.

FONSECA, J.P. da. O “bicho-mineiro” das folhas do cafeeiro Leucoptera coffeella
(Guérin- Meneville). O Biologico, Sdo Paulo, v.10, p.298-303, 1944.

FRAGOSO, D. B. ; GUEDES, R.C.N. ; LADEIRA, J. A. Sele¢do na evolugdo de
resisténcia de organofosforados a Leucoptera coffeella (Guérin Méneville)
(Lepdoptera:Lyonetiidae). Neotropical Entomology, v.32, p.329-334, 2003.

FUKUSAKY, E.; KOBAYASHI, A. Plant metabolomics: potential for practical
operation. Journal of Bioscience and Bioengineering, v.100, n.4, p.347-354, 2005.

72



GALLO, D.; NAKANO, O.; SILVEIRA NETO, S.; CARVALHO, R.P.L;
BATISTA,G.C.; BERTI-FILHO, E.; PARRA; J.R.P.; ZUCCHI, R.A.; ALVES, S.B.
Manual de Entomologia Agricola. Sdo Paulo: Ceres, 1978. p.531.

GATEHOUSE, J.A. Plant resistance towards insect herbivores: a dynamic interaction.
New phytologist, v.156, p.145-169, 2002.

GEMPERLINE, P. Practical Guide to Chemometrics. 2" ed. CRC Press, 2006.

GERMAN, J. B.; WATKINS, S. M.; Fay, L. B. Metabolomics in practice: Emerging
knowledge to guide future dietetic advice toward individualized health. Journal of the
American Dietetic Association, v.105, p.1425-1432, 2005.

GIACOMANTONE, J. O. Ressonancia magnética funcional com filtragem pela difuséo
anisotrépica robusta/ J. O. Giacomantone. Sdo Paulo, 103 p. Dissertacdo (Mestrado) —
Escola Politécnica da Universidade de Sdo Paulo. Departamento de Engenharia de
Sistemas Eletrénicos, 2005.

GIETL, C. Malate dehydrogenase isoenzymes: cellular locations and role in the flow of
metabolites between cytoplasm and cell organelles. Biochem. Biophys. Acta 1100,
p.217-234, 1992.

GODFREY, C. R. A.; Agrochemical from Natural Products, Marcel Dekker Inc., New
York, 1994.

GOMEZ-CADENAS, A.; POZO, O. J.; GARCIA-AUGUSTIN P.; SANCHO J. V.
Direct analysis of abscisic acid in crude plant extracts by liquid chromatography-
electrospray/tandem mass spectrometry. Phytochemical Analysis, v.13, p.228-234,
2002.

GONCALVES, W. Resisténcia do cafeeiro ( Coffea ssp) a raca 3 de Meloidogyne
incognita (tylenchida-meloidoynidae) e a Perilocoptera coffeella (Lepidoptera-
lyonetiidae). 1986. 71f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Médicas e
Veterinarias, Jaboticabal.

GONGCALVES, W.; PARRA, J.R.P.; PRECETTI, A.A.C. Parasitos e predadores de
Perileucoptera coffeella( Guerin- Meneville, 1842) em trés regides do Estado de Sao
Paulo. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISA CAFEEIRAS, 6., 1978,
Ribeirdo Preto. Resumos... ...Rio de Janeiro: IBC-GERCA, 1978. p.272-274.

GUERREIRO FILHO, O. Cafeeiros resistentes ao bicho-mineiro. O Agrondmico,
Campinas, v.59, n.1, 2007.

GUERREIRO-FILHO, O. Avaliacédo da resisténcia de Coffea ssp a Perileucoptera
coffeella, Guérin-Méneville, 1842 (Lepidoptera-Lyonetiidae). 1989. 118p. Tese
(Mestrado) UNICAMP, Campinas.

GUERREIRO-FILHO, O. Coffee Leaf Miner Resistance. Brazilian Journal of Plant
Physiology, v.18, n.1, p.109-117, 2006.

73



GUERREIRO-FILHO, O. MAZZAFERA P. Caffeine does not protect coffee agains the
leaf miner, Perileucoptera coffeella. Journal of Chemical Ecology, v.26, p.1447-1464,
2000.

GUERREIRO-FILHO, O.; MEDINA-FILHO, H.P.; CARVALHO, A. Fontes de
resisténcia ao bicho mineiro, Perileucoptera coffeella em Coffea spp. Bragantia, v.50,
p.45-55, 1991.

GUERREIRO-FILHO, O.; SILVAROLLA, M. B.; ESKES, A. B. Expression and mode
of inheritance of resistance of leaf miner Perileucoptera coffeella. Euphytica, v.105,
n.1, p.7- 15, 1999.

GUIMARAES, C.T ; MOREIRA, M.A. Genética molecular aplicada ao melhoramento
de plantas. In: BOREM, A. Melhoramento de espécies cultivadas. Vigosa: UFV,
p.715-740, 1999.

GUIMARAES, P.M. Flutuagdo populacional do bicho mineiro (Perileucoptera
coffeella, Guérin-Méneville — 1842), parasitos e predadores (Hymenoptera) em duas
regibes do Estado do Parana. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS
CAFEEIRAS, 10., 1983, Pogos de Caldas. Resumos... Rio de Janeiro: Instituto
Brasileiro do Café, 1983. p.238-245.

HALL, R. D. Plant metabolomics: from holistic hope, to hype, to hot topic. New
Phytologist Oxford, v.169, p.453-468, 2006.

HARBONE, J. B. Ecological biochemistry. 4. ed. London: Academic, Press 1993.

HARBONE, J.B. Introduction to ecological biochemistry. 4.ed. Academic Press,
London, 1988. p.318.

ITO, E., CROZIER, A., ASHIHARA, H. Theophylline metabolism in higher plants.
Biochim. Biophys. Acta v.1336, p. 323-330, 1997.

KARBAN, R.; MEYER, J. Induced plant responses to herbivory. Annual Review of
Ecology and Systematics, v.20, p.331 348, 1989.

KARNER, U., PETERBAUER, T., RABOY, V., JONES, D. A., HEDLEY, C. L,
RICHTER, A. myo-Inositol and sucrose concentrations affect the accumulation of
raffinose family oligosaccharides in seeds. J Exp Bot, v 55, p. 1981-1987, 2004.

KATIYAR, K. P.; FERRER, F. Technique biology and sterilization of the coffee leaf
miner, Leucoptera coffeella Guér (lepidoptera-lyonetiidae). Viena: Internacional
Atomic Energy, IAEA, 1968. p.165-175.

KATO, M., KANEHARA, T., SHIMIZU, H., SUZUKI, T., GILLIES, F. M,
CROZIER, A., ASHIHARA, H. Caffeine biosynthesis in young leaves of Camellia
sinensis: In vitro studies on N-methyltransferase activity involved in the conversion of
xanthosine to caffeine. Physiol. Plant. v.98, p. 629-636, 1996.

74



KEGG. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. Site-http://www.genome.jp/kegg/
acessado em abril de 2011.

KOCHIAN L, V. Cellular mechanisms of aluminum toxicity and resistance in plants.
Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. v.46, p.237-260, 1995.

KONNOROVA, E.; DE LA VEJA, A . Nocividad de Leucoptera -coffeella
(Lepidoptera- Kyonetiidae). Ill. Caracteristicas y dimensiones de las lesiones
producidas a las hojas del cafeto. Café y Cacao, v.7, n.1, p.25-40, 1985. (Ciencia
Técnica Agricola)

KRISHNAN, P.; KRUGER, N. J.; RATCLIFFE, R. G. Metabolite fingerprinting and
profiling in plants using NMR. Journal of Experimental Botany, v.56, n.410, p.255-
265, 2005.

LANCE, C. RUSTIN, P. The central role of malate in plant metabolism. Physiol. Vég.
22, p.625-641, 1984.

LARA, F.M. Principios de resisténcia de plantas aos insetos. 3.ed. S&o Paulo: icone,
1991. p.336.

LINDON JC et al. The Consortium for Metabonomic Toxicology (COMET): aims,
activities and achievements. Pharmacogenomics, v.6, n.7, p.691-699, 2005.

LOEWUS FA, MURTHY PPN. Myo-Inositol metabolism in plants. Plant Science
v.150, p.1-19, 2000.

LOEWUS FA. Inositol biosynthesis. In: MORRE DJ, W.F., LOEWUS F.A. (Ed.).
Inositol Metabolism in Plant. New York: Wiley-Liss, 1990. p.13-19.

LUCAS, P.W.; TURNER, I.M.; DOMINY, N..; YAMASHITA, N. Mechanical
defences to herbivory. Annals of Botany, v.86, p.913-920, 2000.

MAGALHAES, A.C.N. Efeito da reducéo da superficie foliar sobre o desenvolvimento
de cafeeiros. Bragantia, v.23, p.337-342, 1964.

MAGALHAES, S.T.V. Fitoquimicos na interagio de bicho-mineiro com cafeeiros.
2005. 78p. Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, 2005.

MAGEL, E., EINIG, W., HAMPP, R. Carbohydrates in trees. In: A.K. Gupta, N. Kaur
(eds.) Carbohydrates reserves in plants — synthesis and regulation. Developments in
Crop Science 26. p. 317-336, 2000.

MARTARELLO, F.H.H., GUERREIRO-FILHO, O., SALVA, T.J.G.., MALUF, M. P.
Caracterizacdo bioquimica de cafeeiros resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro
(Leucoptera coffeella). Resumo...Association for science and information on coffee,
ASIC, 2008.

MARTINOIA, E. RENTSCH, D. Malate compartmentation — responses to a complex

75



metabolism. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 45, 447-46, 1994.

MARUR, C. J.; SODEK, L. Mircowave drying of plant material for biochemical
analysis. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v.7, p.111-114, 1995.

MATOS, J.W. Expressdo da resisténcia ao bicho mineiro em C. canephora e C.
congensis. 2001. 75f. Dissertacdo (Mestrado) - Instituto Agrondmico de Campinas,
2001.

MATSUDA, F.; MORINO, K.; MIYASHITA, M.; MIYAGAWA, H. Metabolic flux
analysis of the phenylpropanoid pathway in wound-healing potato tuber tissue using
stable isotope-labeled tracer and LC-MS spectroscopy. Plant and Cell Physiology,
Kyoto, v. 44, p. 510-517, 2003

MATTSON, W. J. Herbivory in relations to plant nitrogen content. Ann. Rev. Ecol.
Syst. v.11, p.119-16, 1980.

MEDINA-FILHO, H. P.; CARVALHO, A.; MEDINA, D. M. Germoplasma de C.
Racemosa e seu potencial no melhoramento do cafeeiro. Bragantia, Campinas, Vv.36,
p.43-46, 1977b.

MEDINA-FILHO, H.P.; CARVALHO, A .; MONACO, L.C. Melhoramento do
cafeeiro. XXXVII. Observacbes sobre a resisténcia do cafeeiro ao bicho mineiro.
Bragantia, v.36, p.131-137, 1977a.

MELO, G.A.; SHIMIZU, M.M.; MAZZAFERA, P. Polyphenoloxidase activity in
coffee leaves and its role in resistance against the coffee leaf miner and coffee leaf rust.
Phytochemistry, New York, v. 67, p. 277-285, 2006.

MELO, M.O.; SILVA-FILHO, M.C. Plant-insect interaction: an evolutionary arms race
between two distinct defense mechanisms. Brazilian Journal of Plant Physiology,
v.14, p.71-81, 2002.

MICHELL, R. H. Evolution of the diverse biological roles of inositols. Biochem Soc
Symp 74: 223-246, 2007.

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO. Informe
estatistico do café. Disponivel em <http://wwwagricultura.gov.br> Acesso em 2 de
fevereiro de 2011.

MIYASHITA, Y., DOLFERUS, R.; ISMOND, K.P.; GOOD, A.G. Alanine
aminotransferase catalyses the breakdown of alanina after hypoxia in Arabidopsis
thaliana. The Plant Journal, v.49, p.1108-1121, 2007.

MONACO, L.C.; CARVALHO, A. Incompatibilidade em C. racemosa. Ciéncia e
Cultura, v.24, n.6, p.150, 1972.

MOOLENAAR SH, ENGELKE UF, WEVERS RA Proton nuclear magnetic resonance

spectroscopy of body fluids in the field of inborn errors of metabolism. Annals of
Clinical Biochemistry, v.40, p.16-24, 2003.

76


http://wwwagricultura.gov.br/

MURRAY, J.R.; HACKETT, W.P. Dihydroflavonol reductase activity in relation to
differential anthocyanin accumulation in juvenile and mature phase Hedera helix L.
Plant Physiology, Minneapolis, v. 97, p. 343-351, 1991.

NANTES J.F.D.; PARRA J.R.P. Influéncia de alimentacdo sobre a biologia de
Perileucoptera coffeella  (Guérin-Meneville, 1842) (Lepidoptera-Lyonetiidae).
Cientifica, p.263-268, 1978.

NANTES, J. F. D; PARRA, J. R. P. Queda de folhas em mudas de trés variedades de
café, provocadas por Perileucoptera coffeella (Guérin-Méneville, 1842) (Lepidoptera-
Lyonetiidae). Agros, v.12, p.55-58, 1977.

NATHANSON, J. A. Caffeine and related methylxanthines: possible naturally
occurring pesticides. Science, v. 226, n. 4671, p. 184, 1984.

NDUMU, P. A., GEORGE, J. B. D., CHOUDHURY, M. K.. Phytoter. Res. v.13,
p.532, 1999,

NELSON, D. L., COX, M. M. Lehninger, Principios de Bioquimica, Sarvier, 3?
edicdo, Séo Paulo, 2002.

NICHOLLS, A. W.; HOLMES, E.; LINDON, J. C. SHOCKCOR, J. P.; FARRANT, R.
D.; HASELDEN, J. N.; DAMMENT, S. J.; WATERFIELD, C. J.; NICHOLSON, J. K.
Metabonomic investigations into hydrazine toxicity in the rat. Chemical Research in
Toxicology, v.14, p.975-987, 2001.

NICHOLSON, J. K.; CONNELLY, J.; LINDON, J. C.; HOLMES, E. Metabonomics: A
platform for studying drug toxicity and gene function. Nature Reviews Drug
Discovery, v. 1, p.153-161, 2002.

NOTLEY, F.B. The leucoptera leaf miners of coffe on Kilimanjaro. I. Leucoptera
coffeella, Guér. Bulletin of Entomological Research, v.39, p.339-416, 1948.

OPENSHAW, S.J.; JARBOE, S.G.; BEAVIS, W.D. Marker assisted selection in
backcross breeding. In: SYMPOSIUM ANALYSIS OF MOLECULAR MARKER
DATA JOINT PLANT BREEDING SYMPOSIA SERIES, 1994, Corvallis.
Proceedings... Corvallis: American Society for Horticultural Science/Crop Science of
America, 1994. p.41-43.

PARRA, J.R.P. Bioecologia de Perileucoptera coffeella (Guérin-Meneville, 1842)
(Lepidoptera — Lyonetiidae) em condigdes de campo. 1975. 114p. Tese (Doutorado
em Entomologia) — Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 1975.

NANTES, J.F.D.; PARRA, J.R.P.A. Avaliacdo de danos causados por Perileucoptera
coffeella (Guéwrin -Méneville, 1842) ( lepidoptera- Lyonetiidae), em trés variedades de
café (Coffea spp.). O solo, Piracicaba, v.699, n.2, p.26-29,1977.

PARRA, J.R.P. Biologia comparada de Perileucoptera coffeella (Guérin-Meneville,
1842) (Lepidoptera - Lyonetiidae) visando ao seu zoneamento ecolégico no Estado de

77



Sdo Paulo. Revista Brasileira de Entomologia, v.29, p.45-76, 1985.

PARRA, J.R.P. Biologia comparada de Perileucoptera coffeella (Guérin-Méneville,
1842) (Lepidoptera — Lyonetiidae), visando ao seu zoneamento ecologico no Estado
de S&o Paulo. 1981. 96p. Tese (Livre-Docéncia) — Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 1981.

PAULINI, A.E.; ANDRADE, P.R.; MATIELO, J.B.; MANSK. Z.; PAULINO, Al.
Eficiéncia do controle do bicho mineiro do café P.coffeella - G.M. (1842) em sua
relacdo com sua produtividade. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS
CAFEEIRAS, 3., 1975, Curitiba. Resumos... Rio de Janeiro: IBC/GERCA, 1975. p.86.

PAULINI, A.E.; D’ANTONIO, A.M.; DE PAULA, V., GUIMARAES, P.M;
FERREIRA, A.J. Influéncia de inseticidas usados no controle as pragas de café, sobre
himendpteros parasitos e predadores do bicho mineiro das folhas do cafeeiro —
Perileucoptera coffeella. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS
CAFEEIRAS, 10., 1983, Pogos de Caldas. Anais... Rio de Janeiro: IBC/GERCA, 1983.
p.141-144.

PAULINI, A.E.; FERREIRA, A.J.D.; ANTONIO, AM.; MATIELLO, B.J. Efeito da
desfolha causada por bicho-mineiro na produtividade do cafeeiro. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE PESQUISAS CAFEEIRAS, 5., 1976, Guarapari, ES. Resumos...
Rio de Janeiro: IBC/GERCA, 1976. p.146.

PEETERS, P.J. Correlations between leaf structural traits and the densities of
herbivorous insects guilds. Biological Journal of the Linnean Society, v.77, p.43-65,
2002.

PERES, V. Cromatografia de fase gasosa e espectrometria de massa para analise
de metabdlitos secundarios em folhas de cafeeiro. Vicosa, 1990, 81p. Dissertacdo
(Mestrado em Agroquimica) — Universidade Federal de Vicosa, 1990.

PINTO, F.O. Associagdo de marcadores EST-SSR a resisténcia ao bicho-mineiro
em cafeeiros. 2006. 71p. Dissertacdo (Mestrado em Melhoramento Genético Vegetal) —
Instituto Agrondmico de Campinas, 2006.

PODO, F. et al. Absolute metabolite quantification by in vivo NMR spectroscopy: |.
Introduction, objectives and activities of a concerted action in biomedical research.
Magnetic Resonance Imaging, v.16, p.1085-1092, 1998.

RABOY, V., BOWEN, D. Genetics of inositol polyphosphates. Subcell Biochem, v39,
p.71-101, 2006.

RAMIRO, D. A. Alteragdes histoquimicas em genotipos resistentes e suscetiveis ao
bicho-mineiro do cafeeiro. 2003. 73p. Dissertacdo (Mestrado) - Instituto Agrondémico
de Campinas, 2003.

RAMIRO, D. A, GUERREIRO-FILHO, O.; QUEIROZ-VOLTAN, R. B,

MATTHIESEN, S. C. Caracterizacdo anatomica de folhas de cafeeiros resistentes e
suscetiveis ao bicho-mineiro. Bragantia, v.63, p.363-372, 2004.

78



RAMIRO, D.A.; GUERREIRO-FILHO, O.; MAZZAFERA, P. Phenol contents,
oxidase activities and the resistance of coffee to the leaf miner Leucoptera coffeella.
Journal of Chemical Ecology, v.32, p.1977-1988, 2006.

REIS, P.R.; SOUZA, J.C. Manejo integrado do bicho-mineiro das folhas do cafeeiro e
seu reflexona produgdo. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS
CAFEEIRAS, 20., 1994, Guarapari. Resumos ... Guarapari: PROCAFE-DNAC, 1994,
p.23-24.

REIS, P.R.; SOUZA, J.C. Pragas do Cafeeiro. In: RENA, A.B. et al. (Ed.). Cultura do
Cafeeiro: Fatores que afetam a produtividade. Piracicaba: Potafos, p. 447, 1986.

RHOADES, D. F. Herbivore population dynamics and plant chemistry. In: Denno, R. F.
& Mc Clure, M. S. (eds). Variable Plants and Herbivores in Natural and Managed
Systems. Academic Press, New York, 155-220, 1983.

RIZVI, S. J. H.; JAISWAL, V.; MUKERIJI, D.; MATHUR, S. N. Antifungal properties
of 1,3,7-trimethylxantine, isolated from Coffea arabica. Naturwissenschaften, v. 67, n.
9, p. 459- 460, 1980.

ROBERTSON, D.G. Metabonomics in toxicology: a review. Toxicological Sciences,
v.85, p.809-822, 2005.

ROCHFORT, S. Metabolomics Reviewed: A New “Omics” Platform Technology for
Systems Biology and Implications for Natural Products Research. Journal of Natural
Products, v.68, n.12, p.1813-1820, 2005.

SAFRANY, S.T., CAFFREY, J.J., YANG, X.N., SHEARS, S.B. Diphosphoinositol
polyphosphates: The final frontier for inositide research? Biological Chemistry. 380,
p.945-951, 1999.

SAIARDI, A., SCIAMBI, C., MCCAFFERY, J.M., WENDLAND, B., SNYDER, S.H.
Inositol pyrophosphates regulate endocytic trafficking. Proceedings of th National
Academy of Sciences of the United States of America. v. 99, p.14206-14211, 2002.

SALGADO, P.R. Fendis totais no cafeeiro em razao das fases de frutificacdo e do
clima. 2004. 60p. Dissertagdo (Mestrado) - Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz (ESALQ/USP), Piracicaba, 2004.

SANTOS, R. I. Metabolismo basico e origem dos metabdlitos secundarios. In: Simdes,
C. M. O.; Schienkel, E. P.; Gosmann, G.; Mello, J. C. P.; Mentz, L. A.; Petrovick, P. R.
Farmacognosia: da planta ao medicamento. Porto Alegre: Editora UFRGS,
Florianopolis:Editora UFSC. 2004.

SCRIBER, J. M.; SLANSKY JUNIOR, F. The nutritional ecology of immature insects.
Annual Review Entomology. v. 26, p. 183-211, 1981

SEIXAS, R.T.L.; CORREA, E. Flutuagdo populacional de Bicho-mineiro em regides

cafeeiras do Estado do Mato Grosso do Sul. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
PESQUISAS CAFEEIRAS, 8., 1980, Campos do Jorddo. Resumos... Rio de Janeiro:

79



IBC/GERCA, 1980. p.310-311.

SHEN, X.; XIAO, H.; RANALLO, R.; WU, W.H.; WU, C. Modulation of
ATPdependent chromatin-remodeling complexes by inositol polyphosphate. Science,
v. 299, p. 112-114, 2003.

SHEWRY, P. R.; LUCAS, J. A. Plant proteins that confer resistance to pests and
pathogens. Advances in Botanical Research Incorporating Advances in Plant
Pathology, v. 26, p. 135-192, 1997.

SOUSA, C.A.F. DE; SODEK, L. Alanine metabolism and alanine aminotransferase
activity in soybean (Glycine max) during hypoxia of the root system and subsequent
return to normoxia. Experimental Botany, v.50, p.1-8, 2003.

SOUZA, J.C.; REIS, P.R.; RIGITANO, R.L. O bicho mineiro do cafeeiro: biologia,
danos e manejo integrado. Belo Horizonte: EPAMIG, 1998. 48p. (Boletim Técnico, 54)

STRYER, L. Bioquimica. 3? ed., Rio de Janeiro, Guanabara Koogan, 1988.

TAJl, T., TAKAHASHI, S., SHINOZAKI, K. Inositols and their metabolites in abiotic
and biotic stress responses. Subcell Biochem, v.39, p.239-264, 2006.

TAN, X., CALDERON-VILLALOBOS, L. I, SHARON, M., ZHENG, C.,
ROBINSON, C. V., ESTELLE, M., ZHENG, N, Mechanism of auxin perception by the
TIR1 ubiquitin ligase. Nature v.446, p. 640-645, 2007.

TAUNAY, A.E. Historia do café do Brasil: No Brasil Imperial. 1822-1872. Rio de
Janeiro: Departamento Nacional do Cafe, 1943. v 5. n.p.

THOMAS, E. V. A primer on multivariate calibration. Analytical Chemistry, v.66,
795A-804A, 1994.

TINCUSI, B. M., JIMENEZ, I. A., RAVELO, A. G., MISSICO, R.; J. Nat. Prod. v.61,
p.1520, 1998.

TRUIJILLO, E,; DAVIS, C.; MILNER J. Nutrigenomics, proteomics, metabolomics,
and the practice of dietetics. JADA, v.106, p.403-413, 2006.

VIANT MR et al. Toxic actions of dinoseb in medaka (Oryzias latipes) embryos as
determined by in vivo 31P NMR, HPLC-UV and 1H NMR metabolomics. Aquatic
Toxicology, v.76, p.329-342, 2006.

VIANT, M. R.; ROSENBLUM, E. S.; TIEERDEMA, R. S. NMR-based metabolomics:
A powerful approach for characterizing the effects of environmental stressors on
organism health. Environmental Science and Technology, v.37, p.4982-4989, 2003.

VIEIRA, P.C., FERNANDES, J.B. Plantas inseticidas. In: SIMOES, C.M.O.:
SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; DE MELLO, J.C.P.,; MENTZ L. A;
PETROVICK, P.R. (Ed.). Farmacognosia: da Planta ao Medicamento.
Florianopolis/Porto Alegre: Editora da UFSC e Editora da UFRGS, 1999. p.739-754,

80



1999.

WALKER, D.W.; QUINTANA, V. Mating and ovipositon behavior of the coffee miner,
Leucoptera coffeella ( Lepidoptera - Lyonetiidae). Proceedings of the Entomological
Society of Washington, v.71, p.88-90, 1969.

WECKWERTH, W.; MORGENTHAL, K. Metabolomics: from patterns recognition to
biological interpretation. Drug Discovery Today: Targets, v.10, n.22, p.1551-1558,
2005.

WINK, M. Introdution. In Alkaloids: biochesmistry, ecology and medicinal
applications, éd. Roberts and Wink, Plenum Press, New York, 1998.

WIT, P. J. G. M. Visions & reflections (minireview) - How plants recognize
pathogens and defend themselves. Cellular and Molecular Life Sciences, Switzerland,
V. 64, p. 2726-2732, 2007.

WOLD, S.; ESBENSEN, K.; GELADI, P. Principal component analysis.
Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems, v.2, p.37-52, 1987.

ZUPPI C et al. *H NMR spectra of normal urines: reference ranges of the major
metabolites. Clinica Chimica Acta, v.265, p.85-97, 1997.

81



