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RESUMO 

A cafeicultura tem grande importância econômica e social para o Brasil. A competitividade 

das lavouras passa essencialmente pela melhoria da qualidade e eficiência do processo 

produtivo. Neste contexto, diversas pragas diminuem a eficiência produtiva da cultura, 

dentre as quais o bicho-mineiro, Leucoptera coffeella, considerada o principal problema 

fitossanitário do cafeeiro no país. Cultivares resistentes vem sendo selecionadas pela 

transferência de genes oriundos de C. racemosa. A seleção precoce de plantas pode 

contribuir para a obtenção de novas cultivares de resistentes Coffea arabica. O objetivo 

deste trabalho foi identificar por espectroscopia de prótons por ressonância magnética 

nuclear (1H RMN) metabólitos que possam ser usados como biomarcadores. Plantas 

resistentes e suscetíveis identificadas em progênies do cafeeiro H19459-46 foram usadas 

para a identificação do método de extração em água de folhas frescas como o mais 

apropriado para as análises. O método foi usado no preparo de extratos aquosos de folhas 

de cafeeiros resistentes e suscetíveis não infestadas (T0), após a postura (T1), após a eclosão 

(T2), com pequenas lesões (T3) e com lesões de maior tamanho (T4). Os metabólitos 

alanina, asparagina, aspartato, gluconato, malato, mio-inositol, metabólito X, sacarose, 

teofilina e trigonelina foram selecionados para as análises de variância e discriminante de 

regressão por mínimos quadrados parciais. Variações estatisticamente significativas foram 

observadas nas concentrações dos metabólitos sacarose e metabólito X em diferentes fases 

do desenvolvimento do inseto, independente do nível de resistência das plantas. O teor de 

sacarose é maior em plantas não infestadas e diminui a partir da postura, enquanto a 

concentração do metabólito X aumenta com a presença dos ovos na superfície foliar. A 

concentração do mio-inositol é maior em plantas suscetíveis não infestadas podendo o 

metabólito, ser considerado um candidato a biomarcador na seleção de cafeeiros resistentes 

ao bicho mineiro. 

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

resistência a insetos. 
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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 (1HRMN) 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  (T0), after 

the insect ovoposition (T1), after larval ecclosion (T2), 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 INTRODUÇÃO 

 

 

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 

produção e outros 212.931 hectares em formação (ABIC, 2010). O setor produziu em 

2010, mais de 47 milhões de sacas de 60 quilos, o que lhe rendeu, cerca de U$ 

2.352.007 bilhões através de exportações (ABIC, 2011). 

Dada a relevância econômica da cultura, é cada vez mais importante o 

desenvolvimento de técnicas que permitam a maior percepção de lucros, seja através do 

redução de custos ou pela agregação de valor ao café produzido. Neste sentido, grande 

esforço tem sido empreendido para melhorar a eficiência da produção cafeeira, 

especialmente no que diz respeito aos problemas fitossanitários 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 parênquima paliçádico das folhas (CROWE, 1964; RAMIRO et 

al. 2004) provocando danos consideráveis às plantas (SOUZA et al. 1998), 

principalmente pela queda prematura das folhas causada por conta da interrupção do 

fluxo da seiva (NANTES e PARRA, 1977). 

Em regiões de alta incidência, ocorre acréscimo considerável no custo de 

produção de café, acarretado principalmente pela baixa produtividade em conseqüência 

dos danos causados às plantas e pelo uso intensivo de defensivos químicos, máquinas e 

equipamentos no controle da praga (GUERREIRO-FILHO, 2006). SEGUNDO 

PAULINI et al. (1976) os prejuízos podem chegar até 50% da produção total. A seleção 

de cultivares resistentes ao inseto é considerada o método ideal de controle do inseto. 

Genes de resistência ao inseto, presentes na espécie C. racemosa, foram 

transferidos para C. arabica visando o desenvolvimento de cultivares resistentes. 

Plantas pertencentes à geração RC6 encontram-se ainda em seleção em vários ensaios de 

progênies instalados em regiões de alta incidência da praga. 

Embora a identificação de indivíduos resistentes seja possível ainda na fase de 

mudas, pouco se conhece acerca de compostos e processos bioquímicos envolvidos no 

mecanismo de defesa dos cafeeiros. 
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Sabe-se até o presente que enzimas oxidativas como polifenoloxidase e 

peroxidase, assim como ácidos clorogênicos e fenóis totais, não tem qualquer relação 

com a expressão da resistência (RAMIRO et al, (2006). Do mesmo modo, não existem 

evidências da influência da cafeína presente nas folhas, na resistência da planta ao 

inseto (GUERREIRO e MAZZAFERA, 2000). 

Existe, no entanto, um universo de moléculas orgânicas que interagem 

diretamente com proteínas 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 resíduo metabólico de alguma via de síntese ou degradação de 

macromoléculas que por algum motivo é estocado e utilizado como defesa química 

contra algum patógeno (ENGEL et al, 2002; DEMAIN e VAISHNAV, 2006). Essas 

importantes moléculas são denominadas metabólitos (DIXON, 2001). 

A metabolômica, que pode ser definida como o estudo quantitativo de processos 

metabólicos em sistemas biológicos associados à análise estatística multivariada 

(VIANT et al., 2003), funciona como ferramenta para identificação de metabólitos 

celulares, isolando e caracterizando compostos de amostras biológicas (ROCHFORT, 

2005; WECKWERTH e MORGENTHAL, 2005) buscando facilitar o entendimento de 

como o genótipo de um indivíduo está relacionado com seu fenótipo (FUKASAKI e 

KOBAYASHI, 2005; BINNECK, 2003). 

A ressonância magnética nuclear de prótons (
1
H RMN) é uma técnica de grande 

utilidade para a metabolômica, uma vez que, a princípio, qualquer produto constituído 

por compostos químicos que contenham prótons, emite sinais que podem ser captados 

através da técnica (KRISHNAN et al. 2005). Através da 
1
H RMN de um material é 

possível identificar a composição, as semelhanças e explorar a variabilidade natural 

deste material (FIEHN, 2002). 

Assim, o objetivo desta pesquisa se relaciona à identificação por 
1
H RMN de 

metabólitos que, individualmente ou em conjunto, possam caracterizar cafeeiros 

resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro e serem usados como marcadores bioquímicos 

na seleção de plantas resistentes ao inseto. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 A Cafeicultura Brasileira 

 

 

No gênero Coffea da família Rubiaceae encontram-se descritas cerca de 103 

espécies de cafeeiros. No entanto, 74% da produção mundial de café é oriunda do 

plantio da espécie Coffea arabica L. (Café arábica), 25% de Coffea canephora Pierre 

(Café Robusta) e 1% da espécie C. liberica (CARDOSO, 1994). 

O Brasil é o maior produtor e segundo consumidor de café, apresentando uma 

área plantada da cultura de 2.337.861 milhões de hectares (MAPA, 2011), que lhe gerou 

em 2010 mais de U$ 2 bilhões através de exportações (ABIC, 2011). 

Entretanto, a cultura é alvo de grande número de doenças e pragas, destacando-

se dentre elas o bicho-mineiro-das-folhas-do-cafeeiro, Leucoptera coffeella (Guérin-

Méneville) (Lepidoptera - Lyonetidae). 

Este inseto provoca danos severos aos cafeeiros, resultando na redução da 

produção de frutos, pois alimenta-se do mesofilo foliar e reduz  a área fotossintética, 

provocando queda prematura das folhas (REIS e SOUZA, 1986). 

O controle químico é o principal método utilizado para o controle e redução de 

populações do inseto (SOUZA et al., 1998). Porém, observa-se que o uso contínuo de 

produtos tem gerado diversos problemas como a seleção de populações resistentes 

(FRAGOSO et al., 2003), além de acarretar maiores custos de produção (GUERREIRO-

FILHO, 2006). 

Por este motivo, a seleção de cultivares resistentes é o método mais eficiente de 

controle da praga com baixo custo financeiro, conferindo conseqüentemente, melhores 

produções e lucros para o produtor.  

 

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

 

 

2.2.1 Biologia do inseto 

 

 

A introdução do inseto no Brasil ocorreu por volta de 1851, provavelmente 

através de mudas de café provenientes das Antilhas e Ilha de Bourbon (FONSECA, 

1944), porém, a primeira notificação desta praga com prejuízos relevantes aconteceu no 

ano de 1860 nos estados do Rio de Janeiro e São Paulo (TAUNAY, 1943).  
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Somente a partir de 1970, a praga adquiriu proporções relevantes ao setor 

cafeeiro, por conta do uso indiscriminado de defensivos químicos utilizados para 

controle da ferrugem (Hemileia vastatrix), que ocasionou desequilíbrios na 

entomofauna e também pela adoção de espaçamentos mais largos entre linhas para 

facilitar o controle mecanizado da ferrugem, que favoreceu o aumento da população de 

L. coffeella (PARRA, 1985). 

O bicho-mineiro apresenta desenvolvimento holometábolo, ou seja, 

metamorfose completa, passando pelas fases de ovo (Figura 1. A), lagarta (Figura 1. B), 

crisálida (Figura 1. C) e adulta (Figura 1. D) (SOUZA et al., 1998). Trata-se de um 

microlepidóptero de hábito crepuscular noturno, cujas mariposas medem 6,5mm, 

possuem coloração branca-pardacenta e asas anteriores e posteriores franjadas. As 

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

em minas ou lesões foliares (Figuras 1. E) que constroem ao se alimentar do tecido 

foliar (Figuras 1. F) (SOUZA et al., 1998).  

 

 

Figura 1- Fases do ciclo biológico de Leucoptera coffeella: ovo (A), lagarta (B), 

crisálida (C), adulta (D), lesões foliares (E). 

 

Os ovos são colocados na epiderme adaxial das folhas e após a eclosão, a lagarta 

não tem mais contato com o meio externo, uma vez que penetra no tecido foliar através 

da parte inferior do ovo que está em contato com a epiderme da folha (GUERREIRO-

FILHO et al., 1991). 

Ao se alimentar das células do tecido paliçádico constroem galerias diminuindo 

a capacidade fotossintetizadora das plantas e reduzindo a produção dos frutos (PARRA, 

1985). 

O controle químico é eficaz, mas aumenta substancialmente o custo de produção 

das lavouras. Assim, dada a importância dessa praga para a cafeicultura, há anos o 

Instituto Agronômico de Campinas vem desenvolvendo e selecionando populações de 

cafeeiros resistentes ao inseto. 
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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 

fêmeas depositam número variável de ovos, sendo que a alimentação dos insetos com 

solução de sacarose a 10% e sua manutenção em temperatura em torno de 27º C, 

contribuem para o aumento do número de ovos por postura (PARRA, 1981).  

A oviposição é feita com maior freqüência na epiderme superior das folhas do 

terceiro e quarto internódios do ramo (WALKER e QUINTANA, 1969), isto porque 

existe preferência por oviposição em folhas mais velhas em relação àquelas mais jovens 

dos dois primeiros pares (BIGGER, 1969; PARRA, 1975). Os ovos do bicho-mineiro 

possuem um aspecto gelatinoso e são muito pequenos, com difícil visualização a olho 

nu (MATOS, 2001).  

A viabilidade e a duração da fase de ovo podem variar, especialmente em função 

da temperatura, sendo que a eclosão das lagartas é mais precoce em temperaturas mais 

elevadas (PARRA, 1981). 

 

Fase de lagarta 

 

 

As lagartas de bicho-mineiro apresentam em sua estrutura anatômica três pares 

de patas toráxicas e cinco falsas patas abdominais, tendo aparelho bucal do tipo 

mastigador (SOUZA, et al., 1998).  

Observações relatadas por NOTLEY (1948) revelaram que as lagartas passam 

por quatro ínstares. Assim, em uma mesma lesão podem estar presentes lagartas de 

diferentes tamanhos. O canibalismo, fenômeno relativamente comum entre diversas 

espécies de insetos, não é observado entre lagartas de L. coffeella presentes em uma 

mesma lesão (PARRA, 1981). 

Assim como na fase de ovo, a temperatura e a umidade relativa do ar interferem 

diretamente no desenvolvimento das lagartas. A duração da fase larval apresenta 

diminuição com o aumento da temperatura, sendo a duração média das lagartas igual à 

20,5 dias a 20
o
C; 9,5 dias a 27

o
C; 9,5 dias a 30

o
C e 10,1 dias a 35

o
C e viabilidade das 

lagartas, ou seja, a porcentagem de insetos que passam à fase de crisálida é de 49,9%, 

72,4%, 80,7% e 11,6%, respectivamente (PARRA, 1981). 
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O estágio de maturação foliar é um fator que possui grande interferência nessa 

fase do ciclo biológico. O desenvolvimento das lagartas é reduzido e a taxa de 

mortalidade, muito elevada em folhas mais novas, do primeiro e segundo pares de 

folhas (BIGGER, 1969). Algumas evidências que podem afetar o desenvolvimento das 

lagartas já foram citadas; como a presença de substâncias resultantes do metabolismo 

secundário (WALKER e QUINTANA, 1969), a maior concentração de fenóis totais, em 

folhas mais jovens (SALGADO, 2004) e a maior quantidade de seiva em folhas mais 

vigorosas (FONSECA, 1949). 

Nessa fase, o inseto não possui contato com o meio externo, visto que logo após 

eclodirem do ovo que se encontra em contato direto com a cutícula da folha, as lagartas 

perfuram essa superfície e penetram diretamente no parênquima paliçádico, onde 

permanecem se alimentando de células desse tecido até o abandono para transformação 

em crisálida. É no período larval que o bicho-mineiro causa danos às plantas (SOUZA, 

et al., 1998). 

 

Fase de crisálida 

 

 

Após o período larval, quando as lagartas atingem seu desenvolvimento 

completo, estas abandonam as galerias, tecem um fio de seda e deslocam-se 

preferencialmente para folhas do terço inferior das plantas, ou seja, na “saia” do 

cafeeiro (GALLO et al., 1978). O casulo em forma de “X” é típico das espécies do 

gênero Leucoptera que atacam o cafeeiro (CROWE, 1964) e localiza-se especialmente 

na superfície abaxial das folhas (MATOS, 2001). Nesta etapa a lagarta sofre 

metamorfose até atingir a fase adulta, transformando-se em microlepidóptero. 

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 duração média da fase de crisálida é de 14 dias a 

20
o
C, 5,5 dias a 27

o
C, 4,4 dias a 30

o
C e 3,6 dias a 35

o
C, enquanto a viabilidade dessa 

fase é de 78,7% a 20
o
C, 94,7% a 27

o
C, 93,3% a 30

o
C e 25% a 35

o
C. 

 

 

 

 

 

 



 
7 

 

Fase de adulto 

 

 

O adulto do bicho-mineiro é uma mariposa com aproximadamente 6,5 mm de 

envergadura e hábito crepuscular noturno de coloração prateada com uma mancha 

circular de halo amarelo nas pontas das asas (SOUZA, et al., 1998). Seus vôos são 

realizados preferencialmente entre 16 e 20 horas (EVANS, 1971). 

A razão sexual é de 1 macho : 1 fêmea (PARRA, 1981). O aparelho ovipositor 

das fêmeas é bem evidente, o que torna facilmente possível a identificação do sexo dos 

indivíduos por meio da análise visual com auxílio de microscópio esteroscópico. 

É conhecido que insetos adultos possuem preferência distinta por oviposição em 

diferentes hospedeiros. Folhas da cultivar Obatã IAC 1669-20 são preferidas em relação 

à cultivar Catuaí Vermelho de C. arabica ou à cultivar Guarini IAC 1598 de C. 

canephora (MATOS, 2001). O número 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 GONÇALVES (1986). 

A duração e a viabilidade da fase adulta também são influenciadas pela 

temperatura e pela umidade do ar, porém, estudos conduzidos por Parra (1981) 

revelaram que não existe diferença na longevidade de machos e fêmeas em uma mesma 

temperatura. 

Os adultos vivem aproximadamente doze dias em temperaturas de 20 
o
C e 27 

o
C, 

enquanto a longevidade é reduzida a cerca de quatro dias em temperatura de 30 
o
C.  

A alimentação dos adultos a base de sacarose a 10% pode aumentar a duração da 

fase, assim como, a fertilidade das fêmeas (NANTES e PARRA, 1978). 

 

2.2.2 Danos causados às plantas 

 

 

Leucoptera coffeella, ocasiona danos ao cafeeiro apenas durante o estágio larval 

de seu desenvolvimento. O tipo de lesão produzido por este inseto é classificado como 

mina, as quais surgem quando a larva penetra por meio da cutícula, formando cavidades 

ao se alimentar do parênquima paliçádico. As lesões possuem bordas irregulares e 

coloração amarelo pálido (KONOOROVA e DE LA VEGA, 1985). 
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As minas provocadas pelo inseto, no mesofilo, situam-se somente no 

parênquima paliçádico (CARDENAS, 1981) e as lagartas de L. coffeella se alimentam 

das células somente ali encontradas (CROWE, 1964).  

Existe uma tendência maior de oviposição em folhas do terceiro e quarto 

internódios implicando em um maior dano das mesmas. Essa preferência acentua os 

prejuízos na produção, pois essa região é responsável pela maior taxa de atividade 

fotossintética do cafeeiro (NANTES e PARRA, 1977). 

As infestações podem levar a um decréscimo na produção de até 50%, devido à 

redução da superfície fotossintética da planta provocadas pelas lagartas e pela queda 

prematura das folhas (MAGALHÃES, 1964; KONOOROVA e DE LA VEGA, 1985). 

A capacidade fotossintética da planta é comprometida porque o fluxo de água, 

sais minerais e matéria orgânica é prejudicado com o desenvolvimento das lesões 

(KONOOROVA e DE LA VEGA, 1985). Mas, as perdas na produção devem-se, 

sobretudo ao desfolhamento das plantas, devido ao aumento do nível de etileno 

(SOUZA et al., 1998). 

A nocividade de um indivíduo depende de suas necessidades alimentares e da 

extensão de suas lesões. A voracidade da lagarta está relacionada à temperatura e à 

umidade relativa, sendo que, é maior em temperaturas mais elevadas e umidades mais 

baixas (KONOOROVA e DE La VEGA, 1985). Segundo NANTES & PARRA (1977), 

cada lagarta do bicho-mineiro destrói em média, 1,15; 1,36 e 1,03 cm² das folhas das 

cultivares Catuaí, Mundo Novo e Icatu, respectivamente.  

Na maioria das vezes a infestação é iniciada com pouca intensidade, e quando a 

maioria das folhas está infestada, os adultos efetuam a oviposição mesmo sobre as 

folhas já minadas. Existe também uma relação direta entre o número 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 plantação, já que o tamanho das minas aumenta que aumenta infestação 

(KONOOROVA e DE LA VEGA, 1985). 

Durante o período de seca, reduções de 25, 50 e 75% na superfície foliar de C. 

arabica var. Mundo Novo foram responsáveis por 9,14; 23,53 e 87,24% de prejuízos na 

produção (PARRA, 1975). 
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O ataque intensivo da praga provoca a perda de 61% das folhas, diminuição de 

70% do peso do tronco, 60% do peso das raízes, 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 necessário para restaurar a parte aérea da planta 

(SOUZA et al., 1998). 

 

2.2.3 Fatores que influenciam a incidência do inseto 

 

 

Alguns fatores estão diretamente relacionados com a incidência do bicho-

mineiro nas lavouras de café, como por exemplo, a temperatura, a umidade relativa do 

ar e fotoperíodo. 

 A intensidade das infestações do bicho-mineiro pode variar de um ano para o 

outro, numa mesma lavoura, entre lavouras de uma mesma região e entre regiões 

cafeeiras. Nas regiões onde o clima é favorável ao inseto, ou seja, altas temperaturas, 

baixa umidade do ar e distribuição irregular das chuvas, com períodos secos 

prolongados, ocorrem evoluções rápidas das populações, que podem atingir altíssimas 

infestações e prejuízos (ALMEIDA, 1973; REIS & SOUZA, 1994). 

Além do clima, outros fatores também são considerados importantes na 

interferência do nível de infestação da praga, como o espaçamento adotado no plantio, 

que quanto maior, promove um melhor arejamento das plantas, favorecendo a 

infestação (SOUZA et al. 1998); o uso indiscriminado de produtos agrícolas, que 

desencadeia o desequilíbrio da entomofauna predadora da praga, diminuindo a 

possibilidade de um controle biológico, além da face de exposição das plantas e o 

genótipo das plantas hospedeiras 

 

 

2.2.4 Flutuação populacional 

 

 

A flutuação populacional do bicho-mineiro foi avaliada em diferentes regiões 

edafoclimáticas do País. Nos municípios do Alto Paranaíba, Triângulo Mineiro e do 

Jequitinhonha há ocorrência de lesões o ano todo sendo notados dois picos de infestação 

nos meses de abril e maio e outro ainda maior em setembro. Já em novembro, quando 
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iniciam as primeiras chuvas, a quantidade de lesões nas folhas diminui rapidamente 

(SOUZA et al., 1998).  

Na região sul do Estado de Minas Gerais e nas principais regiões do Estado de 

São Paulo, verificou-se dois picos de infestação, sendo eles nos meses de abril-maio e 

setembro-outubro (GONÇALVES et al., 1978). 

 Estudos realizados em regiões cafeeiras do Estado do Mato Grosso do Sul, 

mostraram uma elevação do nível de infestação a partir de janeiro-fevereiro, com 

decréscimo a partir de maio-junho. No período que antecedeu setembro-outubro, o 

bicho-mineiro se mantém com a população relativamente baixa (SEIXAS & CORREA, 

1980). 

Segundo PAULINI et al. (1975),  há ocorrência de lesões foliares durante o ano 

todo, em regiões diferentes  do Centro-Sul da Bahia,  havendo um pequeno aumento 

durante e após o período de seca e o decréscimo no período chuvoso. 

 

2.2.5 Métodos de controle da praga 

 

 

A praga é específica do gênero Coffea e todas as cultivares de C. arabica são 

suscetíveis ao inseto (MEDINA-FILHO et al., 1977). Não se tem até o presente 

momento, nenhuma cultivar resistente ao ataque do bicho-mineiro do cafeeiro e apesar 

de existir influência do controle biológico na população do inseto, este, não é suficiente 

para controle da praga. Por esta razão o uso de produtos químicos é o método de 

controle mais eficiente atualmente usado, o que eleva os custos de produção e causa 

prejuízos ao ambiente e ao próprio homem. 

 

 

Controle químico 

 

 

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 não apresentaram uma ação satisfatória, uma vez que 

eram extremamente tóxicos ao homem e animais domésticos além de muito onerosos 

nas concentrações recomendadas (CROWE, 1964). 

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

eliminar as lagartas nas minas, existem outras necessidades às quais os defensivos 
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químicos devem atender.  O inseticida não deve deixar resíduos na bebida do café, e tão 

pouco causar danos ao cafeeiro. Devem apresentar efeito sobre todas as fases de 

desenvolvimento do bicho-mineiro e controlar outras pragas do café, mas não devem ter 

ação sobre parasitas e predadores das pragas. E, sobretudo, devem ser seguros e baratos 

(CROWE, 1964). 

O uso racional de defensivos químicos é importante sob aspectos econômicos e 

ecológicos, a importância da praga para a cafeicultura justifica o constante 

aperfeiçoamento dos métodos de controle (GUIMARÃES, 1983). 

Apesar de eficiente, o controle químico de pragas e doenças aumenta 

consideravelmente o custo de produção, e pode levar a uma redução na população de 

inimigos naturais por apresentarem uma baixa seletividade. Nesses casos, a pressão de 

seleção pode ainda levar ao surgimento de raças de patógenos resistentes aos produtos 

aplicados (PINTO, 2006). 

 

Controle biológico 

 

 

A ocorrência de parasitos e de predadores do bicho-mineiro são fatores que 

afetam a flutuação populacional da praga (PAULINI et al., 1983). Assim, o controle 

biológico natural consiste num fator essencial para a elaboração de planos de controle 

integrado, e para isso, a detecção de espécies predadoras e parasitas, e seu nível de 

eficiência no controle biológico natural ao bicho-mineiro são informações 

indispensáveis (GUIMARÃES, 1983).  

Durante as fases de lagarta e crisálida, o bicho-mineiro é freqüentemente atacado 

por inúmeros inimigos naturais, os quais têm a função ecológica de desempenhar um 

equilíbrio, 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 incidência de espécies de inimigos naturais se dá em todas as regiões cafeeiras 

do país. Entre as vespas predadoras destacam-se Brachygastra lecheguana e 

Protonectarina sylveirae. Os microhimenópteros (parasitos) mais freqüentes são Mirax 

sp, Proacrias coffeae, Colastes letifer, Closterocerus coffeellae e Horismenus 

aeneicollis (PAULINI et al., 1983). 
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Apesar disso, os inseticidaks são necessários para o controle do bicho-mineiro, 

uma vez que os inimigos naturais não detêm sozinhos o aumento da população da praga, 

ajudando a minimizar os danos econômicos. Portanto, o inseticida ideal é aquele 

eficiente no controle do bicho-mineiro e com pouca interferência na população de 

inimigos naturais (PAULINI et al., 1983). 

 

2.3 Cafeeiros Resistentes ao Inseto 

 

 

Dentre o gênero Coffea, existem várias espécies com diferentes níveis de 

resistência ao ataque de L. coffeella. Entretanto, apesar do uso de cultivares resistentes 

ser a melhor alternativa para diminuição de gastos com o controle populacional do 

inseto, atualmente, todas as cultivares de C. arabica são suscetíveis ao inseto.  

Dessa maneira, esforços importantes vêm sendo empreendidos na seleção de 

cafeeiros resistentes a esta praga. 

 

2.3.1 Fontes de resistência  

 

 

Diferentes níveis de resistência genética ao bicho-mineiro são encontrados entre 

as espécies do gênero 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), suscetíveis (C. congensis e C. canephora) e altamente suscetíveis (C. 

arabica) (GUERREIRO-FILHO et al., 1991).  

A espécie C. racemosa tem sido utilizada como doadora de genes de resistência 

às variedades de C. arabica. C. racemosa é uma espécie diplóide alógama (2n = 2x = 22 

cromossomos), exibindo um sistema de auto-incompatibilidade do tipo gametofítico, o 

qual é responsável por grande variabilidade genética entre os indivíduos (MÔNACO & 

CARVALHO, 1972). É originária de regiões de Moçambique sujeitas a longos períodos 

de estiagem, e apresenta resistência à seca (MEDINA et al., 1977).  

A espécie C. arabica é alotetraplóide (2n = 44 cromossomos), autocompatível, 

multiplicando-se predominantemente por autofecundação, o que a difere da maioria das 

outras espécies do gênero que são diplóides. 
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MEDINA-FILHO et al. (1977b), sugeriram que a resistência presente em C. 

racemosa é de natureza dominante, podendo ser determinada pela presença 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 Lm1 e Lm2 conferem resistência ao inseto. Nota-se uma freqüente 

incidência de desvios nas análises de segregação de progênies obtidas por 

autofecundação ou retrocruzamentos de plantas resistentes com cultivares suscetíveis ao 

inseto, o que pode ser resultado da ação de alguns genes modificadores sugeridos por 

MEDINA-FILHO et al. (1977b). Os híbridos entre essas espécies são obtidos com 

relativa facilidade, mesmo com a distância genética existente entre essas espécies 

(GUERREIRO-FILHO, 2007).  

 

2.3.2 Tipos de resistência vegetal 

 

 

Segundo LARA (1991), características físicas, morfológicas e químicas das 

plantas podem alterar o comportamento dos insetos e também interferir em sua biologia, 

reduzindo sua adaptação e conferindo proteção às plantas.  

A resistência pode ser classificada em estática e ativa. A resistência estática ou 

constitutiva é aquela dada sem a ação de agentes agressores, ou seja, quando a planta 

expressa resistência de forma contínua sem depender da ação de herbívoros. Este tipo de 

resistência é conferida através estruturas morfológicas e barreiras físicas da planta, 

como cutícula lisa, espinhos, tecidos lignificados, espinhos, superfícies pilosas e 

produção de secreções aderentes (KÚC, 1987; HARBONE, 1988; KARBAN &  

MEYER, 1989; GATEHOUSE, 2002; FADINI et al., 2004). 

Dentre as defesas físicas (LUCAS et al, 2000) ou morfológicas as quais atuam 

negativamente sobre o inseto (FERNANDES, 1994) são exemplos: depósitos 

cuticulares, epiderme espessada, abundância de cristais, tricomas, fibras na folha. Já nas 

defesas químicas, destacam-se os metabólitos tóxicos 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 resistência ativa é representada por mecanismos químicos de defesa, 

desencadeados somente após a injúria provocada pelo inseto (HARBONE, 1988; 

KARBAN & MEYER, 1989; FADINI, 2004). Através deste mecanismo de resistência, 
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várias plantas são capazes de produzir metabólitos secundários com ação inseticida. 

Estes metabólitos possuem efeitos deletérios da planta sobre o inseto, provocando 

principalmente alterações no seu desenvolvimento como mortalidade das formas jovens 

e na transformação para adulto, redução do tamanho, peso e fecundidade dos 

indivíduos, alteração da proporção sexual e no tempo de vida (GATEHOUSE, 2002). 

 

2.3.3 Formas de resistência 

 

 

Características anatômicas dos tecidos foliares de C. arabica e C. racemosa, e de 

híbridos resistentes e suscetíveis de cruzamentos entre elas, foram correlacionados com 

o nível de resistência ao bicho-mineiro (RAMIRO et al., 2004). Nenhuma diferença na 

expessura dos tecidos foliares entre plantas híbridas resistentes e suscetíveis foi 

encontrada pelos autores, sugerindo que essas características anatômicas não estão 

envolvidas no mecanismo de resistência à L. coffeella e que a resistência parece ser 

conseqüência de compostos fitoquímicos presentes nas células. 

A relação entre a resistência ao bicho-mineiro e a oxidação fenólica em folhas de 

cafeeiros resistentes e suscetíveis foram analisadas por RAMIRO (2003) e RAMIRO et 

al. (2006). Em ambos os trabalhos chegou-se a conclusão que os fenóis presentes não 

atribuem resistência aos cafeeiros. 

As concentrações de ácidos clorogênicos e caféicos foram relacionados com o 

desenvolvimento da lagarta do bicho-mineiro por MAGALHÃES (2005), entretanto, o 

autor concluiu que estes fitoconstituintes também não possuem papel específico na 

interação entre hospedeiro-praga. 

GUERREIRO-FILHO & MAZZAFERA (2000) comprovaram que níveis de 

cafeína nas folhas de espécies Coffea não se correlacionam com a resistência a fase 

larval do bicho-mineiro. Porém, MAGALHÃES (2005) sugeriu que a concentração de 

cafeína nas folhas é um mediador estimulante para oviposição de L. coffeella. 

Níveis superiores de açúcares e proteínas foram observados por Martarello et al. 

(2008) em cafeeiros resistentes, enquanto plantas suscetíveis apresentaram níveis 

superiores de clorofila. 

A idade das folhas parece desempenhar o maior papel na expressão da 

resistência ao bicho-mineiro. Em C. racemosa, C arabica e nos híbridos derivados do 

cruzamento entre essas espécies, as folhas mais velhas pareceram mais suscetíveis que 
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as do primeiro e segundo pares. O maior nível de resistência das folhas jovens é 

normalmente devido à ocorrência de metabólitos secundários, os quais são pouco 

sintetizados em tecidos mais envelhecidos (GUERREIRO, 1999).  

Apesar de muitos estudos visando identificação da resistência ao bicho-mineiro 

pouco se sabe ainda a respeito deste mecanismo. 

O presente estudo foi conduzido visando à aquisição de informações que 

auxiliassem no entendimento dos mecanismos de resistência do cafeeiro ao inseto 

através da identificação de metabólitos por meio de 
1
H RMN e desta maneira, dar 

suporte à seleção de cultivares resistentes ao inseto. 

 

2.4 Seleção Assistida por Biomarcadores 

 

 

No manejo integrado de doenças e pragas, uma das estratégias preconizadas é o 

uso de cultivares resistentes. Estas normalmente são desenvolvidas pela transferência de 

genes de resistência presentes em espécies rústicas e normalmente não cultivadas, para 

cultivares elite, proporcionando desta maneira,  sucesso em programas de melhoramento 

há várias décadas (ALZATE-MARIN et al., 2005).  

Diversos são os métodos de seleção que podem ser adotados em um programa de 

melhoramento genético. O método de seleção através de retrocruzamentos é ideal para 

transmissão de características com alta herdabilidade, controladas por um ou poucos 

genes. 

 Este método envolve uma série de cruzamentos da progênie, de linhagens ou 

cultivares selecionadas com um dos genitores (BORÉM & MIRANDA, 2005). Este 

método tem por objetivo, a recuperação de grande parte do genótipo do genitor 

recorrente, normalmente um genótipo-elite, considerado superior em um grande número 

de atributos, mas que é deficiente em uma ou poucas características, as quais o 

melhorista procura transferir a partir do genitor doador (ALLARD, 1999). 

A transferência de alelos dominantes é realizada mais diretamente que a de 

alelos recessivos. Quando o alelo em transferência é recessivo, é necessária a realização 

de autofecundações nas gerações ímpares, para a sua manifestação fenotípica e sua 

seleção. No caso da transferência de caracteres quantitativos, o método necessita a 

manipulação de grandes populações e a seleção inicia-se logo na primeira geração 

(BORÉM & MIRANDA, 2005). 
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Normalmente, o genitor doador da característica de interesse é geneticamente 

divergente em relação aos recorrentes, sendo necessários até seis ciclos de 

retrocruzamento para recuperação satisfatória do genoma recorrente. Após a última 

geração de retrocruzamento, as plantas são heterozigotas para a característica 

introduzida, e então deve-se proceder a mais uma ou duas gerações de autofecundação 

para fixação da característica. Considerando mais uma geração para multiplicação de 

sementes e mais uma geração para ensaios de VCU, uma cultivar pode levar cerca de 10 

gerações para ser melhorada pelo método de retrocruzamento (BORÉM & CAIXETA, 

2006).  

Por ser o cafeeiro uma espécie perene e de ciclo reprodutivo longo, o tempo e os 

recursos empregados na seleção de novas cultivares são relativamente consideráveis. 

Uma das táticas para abreviar o período de seleção e reduzir os custos com a 

experimentação agronômica é realização de seleção precoce de plantas.  

Esta estratégia permite a identificação de cafeeiros com a característica de 

interesse sejam identificados ainda na fase de mudas e que ensaios de progênies sejam 

instalados apenas com plantas resistentes, previamente selecionadas. Uma poderosa 

ferramenta para execução de seleção precoce são os biomarcadores. 

A utilização de biomarcadores em programas de introgressão de genes por 

retrocruzamento é o exemplo mais concreto de melhoramento genético assistido por 

(GUIMARÃES & MOREIRA, 1999). Os biomarcadores podem ser usados no processo 

de retrocruzamento para facilitar e/ou acelerar a recuperação do genoma do genitor 

recorrente. Neste caso, deve ser definido um perfil molecular (seqüência de DNA) ou 

bioquímico (compostos metabólicos) do pai recorrente para ser comparado com aqueles 

obtidos das descendências criadas ao longo do processo de melhoramento. Somente 

aquelas plantas que carregam o biomarcador da característica de interesse e que 

possuam um fingerprint semelhante ao do genitor recorrente são utilizadas nos 

próximos ciclos de retrocruzamento (ALZATE-MARIN, et al., 2005). 

Dessa forma, o número de retrocruzamentos necessários para a recuperação do 

fenótipo recorrente é reduzido de forma acentuada, acelerando o desenvolvimento de 

cultivares melhoradas (OPENSHAW et al., 1994). 

Entretanto, o uso de biomarcadores, seja ele bioquímico ou molecular, possui 

limitações. As cultivares de C. arabica L. derivam, na grande maioria, das variedades 

Típica, 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 obtenção de marcadores moleculares. Além disso marcadores bioquímicos, 

são moléculas expressas, ou seja, o fenótipo de um indivíduo, estando por tanto sujeitas 

a interferências ambientais. 

Por isso, tanto marcadores moleculares quanto bioquímicos, são técnicas que se 

complementam e que de forma associada funcionam como uma alternativa de superar 

barreiras experimentais. 

 

2.5 A Metabolômica 

 

 

A metabolômica é a ciência que analisa, em larga escala, todos os metabolitos 

presentes em uma amostra de um organismo cultivado sob condições definidas, 

estabelecendo uma relação direta entre o perfil metabólico traçado a uma característica 

fenotípica. 

Todas as tecnologias envolvidas na análise do conjunto de metabólitos em 

qualquer nível de complexidade (organismo, órgão, tecido, célula ou mesmo 

compartimentos celulares) compõem a metabolômica - ou metabonômica - (FIEHN, 

2002; DUNN et al. 2005). Esses dados químicos são amplamente associados à 

quimiometria, que busca tratá-los estatisticamente promovendo uma melhor 

interpretação dos mesmos. 

Esta ciência representa a análise quali e quantitativa do conjunto total de 

metabólitos de baixo peso molecular, inferior ac1500Da, em um dado sistema biológico 

em um determinado momento (ASTLE et al., 2007; TRUJILLO et al., 2006). As 

moléculas incluem peptídeos, aminoácidos, ácidos nucléicos, carboidratos, ácidos 

orgânicos, vitaminas, polifenóis, alcalóides, minerais, bem como qualquer outra 

substância química ingerida ou sintetizada por uma célula ou organismo (WISHART, 

2008). 

Esses metabólitos são produzidos como intermediários e finais de todos os 

processos celulares, podendo ser classificados em primários e secundários. Os primeiros 

estão diretamente envolvidos na síntese ou degradação de macromoléculas, e os 

segundos, estão presentes em plantas e fungos (HALL, 2006) e atuam como 
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componentes estruturais, na defesa contra herbívoros e patógenos, atrativos 

polinizadores e alelopatia (ENGEL et al. 2002). 

Estima-se que mais de 100.000 metabólitos secundários sejam produzidos por 

plantas, enquanto o número total é estimado em mais de mais de 500.000 (HADACEK 

2002). Para avaliar esta diversidade de compostos químicos, várias abordagens foram 

iniciadas na última década, principalmente devido a enormes avanços na instrumentação 

e manipulação de dados. 

As principais técnicas para análise metabolômica são a cromatografia gasosa 

(CG) ou líquida (CL), acopladas a espectrometria de massas (EM) ou espectroscopia de 

ressonância nuclear magnética (RMN) (RIST, 2006). 

A metabolômica vem tendo cada vez mais aplicações em estudos de toxicologia 

(ROBERTSON, 2005; LINDON et al., 2005; VIANT et al., 2006) nutrição e 

farmacologia (GERMAN et al., 2005). 

 

2.5.1 Espectroscopia de prótons por meio de RMN 

 

 

A 
1
H RMN é uma técnica com alta sensibilidade, na ordem de micromolares, 

não é invasiva e que requer mínimo pré-tratamento das amostras, além de necessitar de 

volume de amostras (500uL) e tempo de aquisição de dados relativamente pequenos. 

O perfil metabolômico é obtido por meio da comparação com sinais de RMN de 

moléculas individuais, previamente medidos em condições fisiológicas e adicionados a 

uma biblioteca de metabólitos. Dados espectrais dos metabólitos mais comuns 

encontrados em biofluidos (aminoácidos, açúcares, lipídeos, etc.) estão disponíveis na 

literatura científica (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 

análise de dados de RMN (Chenomx NMR Suite 4.0, Chenomx, Canada; KnowItAll, 

Bio-Rad). 

A base do fenômeno de ressonância magnética nuclear parte do fato que os 

núcleos atômicos têm momento angular intrínseco ou spin. As projeções do momento 

angular em relação a um eixo de quantização são determinadas pelos possíveis valores 

que o número quântico magnético pode assumir, existindo, portanto valores para essas 

projeções. No caso do 
1
H seu núcleo possui só um próton e tem um número quântico (I) 
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de spin I = 1/2, com duas orientações possíveis mI = 1/2, −1/2. Alguns núcleos como 

12
C e 

16
O, têm I = 0, e por isso são insensíveis à presença de um campo magnético. 

A ressonância magnética nuclear é uma técnica que consiste em aplicar um 

campo magnético estático para fazer o desdobramento entre os possíveis níveis de 

energia do sistema de spins, e um campo magnético oscilante para induzir transições 

entre os níveis de energia do sistema (GIACOMANTONE, 2005). Uma transição de um 

nível para outro leva à emissão ou absorção de um fóton cuja energia é dada por ∆E, e 

que depende da temperatura, do campo magnético e do fator giromagnetico de cada 

núcleo. A freqüência de oscilação dessa radiação emitida é chamada freqüência de 

Larmor, característica para cada tipo de núcleo atômico sob a ação de campos 

magnéticos. Esta freqüência pode ser entendida como a freqüência de precessão da 

magnetização resultante de todos os spins ao redor do eixo definido pelo campo 

externo. Esse movimento de precessão pode ter sua direção alterada através da 

aplicação de um segundo campo magnético oscilante (Brf), linearmente polarizado com 

uma determinada freqüência de grande oscilação num curto espaço de tempo, os pulsos 

de rádio frequência (RF). 

Depois de desligado o pulso de RF o vetor de magnetização retorna ao estado de 

equilíbrio original. Este processo se denomina relaxação e varia devido às interações 

dos spins dos átomos de sua vizinhança - ambiente químico-, possibilitando desta 

maneira, a identificação precisa de compostos químicos ali presentes. Isso porque, essa 

volta ao equilíbrio induz uma corrente elétrica numa bobina colocada ao redor da 

amostra, e a oscilação temporal dessa corrente carrega informações sobre as freqüências 

de precessão de todos os núcleos na amostra. Cada tipo de núcleo tem uma freqüência 

característica que depende de sua identidade e do ambiente químico ao seu redor, o que 

permite a diferenciação de arranjos atômicos em moléculas. 

 

 

2.6 Quimiometria: Análise em Componentes Principais (ACP) e Regressão por 

Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA) 

 

 

Dados gerados pela espectroscopia de prótons são tratados por análise 

discriminante de regressão por mínimos quadrados parciais (PLS-DA), executada a fim 

de aguçar a separação entre os grupos de observações, de tal forma que a máxima 
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separação entre as classes seja obtida e de facilitar o entendimento das variáveis que 

separam e carregam a informação destas classes.   

PLS-DA consiste em um clássico modelo de regressão por quadrados mínimos 

parciais (PLS) tendo como base para sua elaboração a análise de componentes 

principais (ACP).  

A análise multivariada de dados químicos, conhecida como quimiometria, surgiu 

da necessidade de técnicas de tratamento, do ponto de vista matemático e estatístico, 

para dados químicos considerados complexos (WOLD et al., 1987; THOMAS, 1994; 

BEEBE et al., 1998; FERREIRA et al., 1999; BRERETON, 2000; GEMPERLINE, 

2006). 

Utilizando–se principalmente de álgebra matricial e análise numérica para 

conversão da resposta instrumental do dado químico de interesse, a quimiometria 

permite que a avaliação da influência das variáveis na informação que se deseja extrair 

dos dados seja de forma global, sendo possível observar as correlações entre elas 

(BRERETON, 2000), o que torna a quimimiometria uma ferramenta importante para 

interpretação dos dados químicos. 

A análise em componentes principais é o método quimiométrico mais 

amplamente difundido, sendo considerada por muitos como a base para a maioria dos 

tratamentos utilizados na análise multivariada dos dados (WOLD et al., 1987; BEEBE 

et al., 1998; FERREIRA et al., 1999; BRERETON, 2003). 

Este método de análise consiste na projeção de dados multivariados, de modo a 

proporcionar a redução das dimensões dos mesmos permitindo a visualização das 

informações mais significativas em um número menor de novas variáveis, as então 

chamadas componentes principais. Essa diminuição na dimensionalidade dos dados 

ocorre quando as variáveis são altamente correlacionadas, ou colineares, apresentando 

assim informações redundantes. 

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

informações mais significativas ou predominantes se tornam mais visíveis. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

O objetivo deste projeto foi estabelecer método para identificação por meio de 

técnicas de ressonância magnética nuclear (RMN) e de quimiometria, marcadores 

bioquímicos que caracterizem cafeeiros resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro 

possíveis de uso no programa de melhoramento do cafeeiro visando resistência ao 

inseto 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Identificar o nível de resistência ao bicho-mineiro de duas progênies 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 infestação controlada realizados em laboratórios; 

 Definir o método mais adequado para o preparo das amostras e extração de 

metabólitos e posterior análise em espectroscopia de 
1
H por RMN; 

 Identificar metabólitos que ocorram de modo diferencial em genótipos 

resistentes e suscetíveis, nas diferentes fases de desenvolvimento do inseto, e 

que pudessem ser usados como marcadores bioquímicos da resistência ou 

suscetibilidade da planta ao bicho mineiro. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Material Vegetal 

 

O material vegetal analisado pertence à geração F2RC5 (Figura 2) do programa 

de melhoramento genético visando resistência do cafeeiro ao bicho-mineiro, conduzido 

pelo Instituto Agronômico de Campinas (IAC). Foram avaliadas duas progênies obtidas 

por polinização aberta do acesso H14954-46, cova, 1351, ensaio de progênie EP473, 

localizado em Campinas, SP. A primeira progênie (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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Figura 2- Genealogia do material vegetal: população segregante F2RC5, usados nos 

experimentos. 

 

4.2 Criação de Insetos 

 

 

Uma população de bicho-mineiro foi mantida em laboratório para realização das 

infestações controladas. Os insetos foram mantidos em gaiolas de 60 x 60 x 60 cm, 

constituídas por uma armação e fundo de madeira, sendo as paredes laterais e a parede 

superior revestidas por tecido “voil”, permitindo circulação do ar em seu interior 

(Figura 3. A), sob condições controladas (temperatura de 27 ± 2º C, fotofase de 14 horas 

e umidade relativa de 70 ± 10%).  

A alimentação dos insetos foi realizada através de papel filtro umedecidos com 

solução de sacarose a 10%, mantido na superfície superior da gaiola (Figura 3. B), que 

era trocado periodicamente para evitar a fermentação da solução açucarada e o 

desenvolvimento dos fungos. 

Diariamente, mudas jovens de cafeeiros da cultivar Obatã IAC 1669-20 de C. 

arabica (Figura 3. C), suscetível ao inseto, eram  infestadas nas gaiolas de criação e em 

seguida, mantidas em caixas plásticas (Figura 3. D), nas mesmas condições do insetário  

até que os insetos atingissem a fase de crisálida. Neste estágio, folhas contendo 
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crisálidas eram então destacadas e recolocadas no interior das gaiolas de criação, onde 

ocorreu a emergência dos adultos e conseqüente o fechamento do ciclo biológico dos 

insetos. 

 

   

Figura 3- Criação de insetos em laboratório. Gaiola de criação e manutenção de insetos 

(A), papel filtro com solução de sacarose10% usada na alimentação de insetos adultos 

(B), Canteiro de mudas de cultivar suscetível Obatã IAC 1669-20 usadas na criação de 

insetos (C), Mudas infestadas (D). 

 

 4.3 Avaliação do Nível de Resistência das Plantas  

 

 

Duas progênies da planta H14954-46 C1351 EP473 foram avaliadas de acordo 

com o nível de resistência ao inseto: a primeira denominada G1 constituída por 136 

plantas adultas (Figura 4. A) e a segunda denominada G2 constituída por 80 mudas com 

dezesseis meses de idade (Figura 4. B).  

 

 

Figura 4- Material vegetal: progênie 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 internódios, a contar do ápice, foram infestadas nas 

gaiolas de criação de insetos e mantidas em câmaras úmidas (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 avaliação da resistência, dada em função do tipo de reações das lesões presentes 

nas folhas (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Escala de 1 a 4 pontos atribuídos a diferentes tipos de lesões causadas por 

Leucoptera coffeella em folhas de cafeeiros com níveis distintos de resistência ao 

inseto, sendo A) Lesões pontuais – plantas resistentes; B) Lesões filiformes pequenas – 

plantas moderadamente resistentes; C) Lesões grandes irregulares – plantas 

moderadamente suscetíveis; D) Lesões grandes arredondadas – plantas suscetíveis. 

(Adaptado de Ramiro et al. 2003). 

Após a identificação do nível de resistência das plantas dos grupos G1 e G2, 

estas foram destinados a diferentes experimentos. Plantas do grupo G1 foram utilizadas 

na padronização da técnica de extração e análise de espectroscopia de 
1
H por RMN. O 

segundo grupo (G2) foi utilizado no experimento com infestações, para posterior 

caracterização do perfil metabólico e identificação de marcadores bioquímicos de 

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

 

4.4 Padronização da Técnica de Processamento do Material Vegetal para 

Obtenção de Extrato Aquoso 

 

 

A partir do grupo G1, constituído por 136 plantas com diferentes níveis de 

resistência ao bicho-mineiro, 30 plantas foram selecionadas para compor os tratamentos, 

sendo 15 plantas resistentes (R) e 15 plantas suscetíveis (S), com notas 1 e 4 

respectivamente. Utilizou-se como critério de seleção das matrizes dos tratamentos, a 

homogeneidade quanto ao estágio de desenvolvimento das plantas e o aspecto 

fitossanitário. 

 

    

1 ponto 2 pontos 3 pontos 4 pontos 

A 

D 

C B 

10 mm 
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Retirou-se uma folha de cada planta que compunha os tratamentos, para 

obtenção 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) 

liofilização das folhas e posterior extração em água c) material vegetal fresco extraído 

em água e d) material vegetal fresco extraído em ácido perclórico, conforme 

esquematizado na figura 6. Os extratos foram obtidos em três repetições e analisados em 

duplicatas através de espectroscopia de prótons por RMN. 

 

 

Figura 6- Esquema de obtenção dos tratamentos a partir dos métodos de desidratação e 

extração. 

 

Para escolha definitiva do método de processamento do material vegetal, foi 

levada em consideração a qualidade do extrato aquoso, a pureza das amostras obtidas, a 

facilidade da execução do método e principalmente o poder de discriminação entre as 

classes de resistência (R e S). 

 

 

4.4.1 Secagem do material vegetal 
 

 

A desidratação das folhas deu-se a partir da técnica descrita por MARUR & SODEK 

(1995), a seguir: 
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 Secagem em microondas: folhas das plantas R e S, após terem sido coletadas, 

foram desidratadas em forno microondas em potência média, através de 

repetidas sessões de 1 minuto cada, até atingirem peso constante. 

 Liofilização: as folhas foram coletadas no campo e imediatamente submersas em 

nitrogênio líquido. Em seguida, foram submetidas à liofilização tradicional. 

 

4.4.2 Uso de material vegetal fresco 

 

 

Com o objetivo de diminuir as etapas de procedimentos e possíveis alterações 

nas amostras, o uso de material vegetal fresco foi comparado com os outros métodos já 

descritos. 

 O material vegetal fresco foi obtido a partir de coleta direta das folhas na planta 

e imediata submersão em nitrogênio líquido. Em seguida as folhas congeladas foram 

pulverizadas e encaminhadas para os procedimentos de extração. 

 

4.4.3 Extração em água 

 

 

Para obtenção dos extratos aquosos, adotou-se o método proposto por GOMES-

CADENAS et al. (2002) com modificação relacionada ao uso de tampão. 

Após o preparo das amostras secas em microondas ou liofilizadas e do material 

fresco, 100mg de cada amostra foi homogeneizado e extraído em 800 μL de água 

destilada com tampão fosfato de sódio (pH 7.0) por 3 minutos. Após esse período, os 

extratos foram centrifugados em 5000g por 10 minutos e filtrados. 

Alíquotas destes materiais foram acondicionadas em freezer a -80 ºC até a 

análise em RMN. 

 

 

4.4.4 Extração em ácido perclórico  

 

 

A extração de metabólitos a partir do uso de folhas frescas foi realizada segundo 

método descrito por KRUGER et al. (2008) 

 Três gramas do material fresco foram pulverizadas em nitrogênio líquido em 

almofariz pré-resfriado (Figura 7. A). Antes da evaporação do nitrogênio líquido, 

adicionou-se 1 ml de HClO4 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 HClO4 a 1 M para cada grama de tecido vegetal, deixando 

a amostra no gelo por mais 30m minutos. Após esse período, 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 

HClO4 a 1 M, equivalente ao utilizado para a primeira extração. Após a centrifugação, 

separou-se o sobrenadante do precipitado decantado. Os dois sobrenadantes A e B 

foram combinados obtendo-se um único extrato, que teve seu pH neutralizado na faixa 

entre 5,0-6,0 através da adição de KOH a 2 M (Figura 7. E). 

Para remoção do precipitado resultante da neutralização 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 tampão NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7,5). 

 

 
 

Figura 7- Extração realizada segundo método descrito por Kruger et al. (2008). 

Material fresco pulverizada em nitrogênio líquido em almofariz pré-resfriado (A), 

amostra congelada em processo de extração (B e C), precipitado e sobrenadante do 

extrato centrifugado (D) e extrato final, após a união dos dois sobrenadantes (E). 

 

 

4.5 Infestação das Plantas e Caracterização do Perfil Metabólico em Diferentes 

Estágios do Desenvolvimento do Inseto 

 

 

Três plantas resistentes (lesões pontuais; tipo de reação 1) e três plantas 

suscetíveis (lesões grandes e arredondadas; tipo de reação 4) foram selecionadas no 

grupo G2 para o uso no presente experimento, sendo cada planta analisada como uma 

repetição. 
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As mudas R e S utilizadas neste experimento tiveram suas folhas lavadas com 

água corrente, sendo em seguida expostas à oviposição nas gaiolas de criação de insetos 

onde foram realizadas as posturas, sendo mantidos em câmaras úmidas (Figura 8. A). 

Em cada disco foliar foram mantidos apenas 5 ovos (Figura 8. B). 

Nestas câmaras úmidas, os discos foliares, infestados com os ovos de L. 

coffeella, ficam expostos a uma alta umidade e temperatura favorável para o 

desenvolvimento do inseto. Estas condições climáticas são proporcionadas através de 

uma espuma umedecida com água 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 câmaras úmidas para 

desenvolvimento do inseto (A), disco foliar com 5 de ovos (B) - área circulada contém 5 

ovos. 

 

Os diferentes extratos foram obtidos a partir de extrações realizadas em 

diferentes períodos a contar da postura inicial dos ovos (T1= após a oviposição; T2= na 

eclosão das lagartas; T3= em discos de folhas com pequenas lesões e T4= em discos de 

folhas com lesões maiores, sendo, 12 horas, 4, 7, e 10 dias respectivamente. 

Estes extratos foram usados na identificação de padrões metabólicos presentes 

em cada tratamento, através de 
1
H RMN, nos diversos períodos. O mesmo 

procedimento de extração e análise foi realizado em amostras isentas de infestação (T0), 

sendo todos eles analisados em duplicatas, conforme apresentado na figura 9. 
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Figura 9- Esquema de obtenção e análise dos tratamentos com e sem infestação e nos 

diferentes estágios do desenvolvimento larval. 

 

4.6 Análises de 
1
H por RMN 

 

 

Os extratos dos diferentes tratamentos dos dois experimentos (4.4 e 4.5) foram 

descongelados à 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 alíquota de 500 uL que foi transferida para tubo de RMN para posterior 

aquisição do espectro (Figura 10. C). Utilizou-se como locking e referência para 

concentração 0,5 mM de ácido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfônico (DSS), 

concentração final com 10% D2O.  

Utilizou-se para aquisição dos espectros unidimensionais de 
1
H, o espectrômetro 

Varian 500MHz do laboratório de RMN do LNBio (Figura 10. A), através de 

seqüências de pulsos otimizadas para supressão do sinal da água. 
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Figura 10- Materiais utilizados para leituras de 
1
H RMN: espectrômetro Varian 

500MHz (A), tubos de leitura de RMN (B), dispositivos de filtragem Microcon YM-3 

(Milepore) para purificação dos extratos (C). 

 

No primeiro experimento de padronização experimental (4.4), os espectros 

foram obtidos com 32 scans (repetições de leituras), tendo em vista tratar-se de análise 

inicial utilizada para definição da técnica mais apropriada para obtenção dos extratos. 

Porém, para a realização do segundo experimento (4.5) os dados foram obtidos com 256 

scans, a fim de aumentar a precisão experimental e de minimizar ruídos (sinais que 

interferem na interpretação dos picos) de modo a tornar evidentes picos de metabólitos 

presentes em pequenas concentrações.  

Para o tratamento e análise dos dados de RMN utilizamos o aplicativo Chenomx 

NMR Suite. Este aplicativo possui módulos de processamento de espectros, simulação 

de espectros, e uma biblioteca de espectros de centenas de substâncias puras. Essa 

biblioteca de espectros é à base da tecnologia Targeted profiling, em que o espectro a 

ser analisado é ajustado a uma soma de espectros das substâncias puras, o que fornece 

as concentrações destas substâncias na amostra (Figura 11). 
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Figura 11- Identificação de metabólitos por meio do aplicativo Chenomx NMR Suite 

utilizando-se a tácnologia Targeted Profiling. 

 

4.7 Análise dos Dados Experimentais 

 

 

Os dados experimentais relacionados aos dez metabólitos – variáveis – 

identificados e quantificados foram avaliados em conjunto a partir de análises 

multivariadas. Cada variável foi também submetida a uma análise de variância. 

 

4.7.1 Análise em componentes principais 

 

As análises quimiométricas foram executadas usando o software Pirouette 3.11. 

A análise de componentes principais (ACP) permite a redução da dimensionalidade 

através da representação do conjunto de dados em um novo sistema de eixos, 

denominados Componentes Principais (CP). 

Quando a CP1 é calculada, uma variância permanece sem ser explicada, ou seja, 

uma quantidade de variância continua não descrita.  Esta quantidade de variância não 

descrita é chamada de resíduos, que podem ser organizados na forma de matriz E 

(matriz dos resíduos), conforme representado na equação a seguir: 
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X = TP
T
 + E         

 

Onde:  

• X é a matriz original ; 

• T é chamada de escores (amostras) e contém o mesmo número de linhas da 

matriz original; 

• P é chamada de loadings (variáveis) e apresenta o mesmo número de colunas 

da matriz original; 

• O número de colunas da matriz T é igual o número de linhas da matriz P. 

Depois que a CP1 é calculada, a próxima componente principal (CP) é obtida 

com a matriz residual e que contem a variância não explicada pela CP1 e, assim, 

sucessivamente, conforme mostrado na equação abaixo. 

 

 

O auto-escalamento foi o pré-processamento utilizado no tratamento dos dados 

em função das diferentes ordens de grandeza das variáveis estudadas, conforme o 

modelo abaixo: 

 

 

4.7.2 Análise fatorial discriminante 

 

 

Análise Discriminante PLS (PLS-DA) é executada, a fim de aguçar a separação 

entre os grupos analisados, por meio da rotação dos eixos obtidos na análise de 

componentes principais (ACP) de tal forma que a máxima separação entre as classes é 

obtida, correlacionando as variáveis avaliadas. 

A regressão de mínimos quadrados parciais (PLS), baseada na Análise de 

Componentes Principais (PCA), decompõe a matriz das variáveis independentes  Xcal 

(Equação a) e a matriz das variáveis dependentes  Ycal  (Equação b) em um novo 

sistema de eixos (denominados componentes principais, variáveis latentes ou fatores), 

representando as amostras em um menor número de dimensões, sem perda de 

informação analítica relevante. As novas coordenadas da amostra são denominadas de 
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scores (T ou U) e o peso que cada variável antiga contribui para formar as componentes 

principais é chamado de loadings (P ou Q).  

Posteriormente, realiza-se uma relação entre as duas matrizes de “scores” 

(Equação c), das variáveis dependentes e independentes, através de um modelo linear. 

  

Xcal= TP’ + E                (Equação a)  

Ycal= UQ’ + E               (Equação b)  

U = b . T                  (Equação c) 

 

Para avaliar o quanto o modelo PLS é capaz de prever concentrações a partir dos 

dados utilizados na construção do modelo utilizou-se os valores do erro padrão (SEC - 

standard error of calibration)  e coeficiente de correlação para calibração (rCal) 

adquiridos a partir das expressões: 

 

 

 

Nesta equação, yi é o valor de referência para a iésima amostra, e  é a previsão 

para o valor desta amostra. 

 

4.7.3 Análise de variância 

 

Análises de variância foram realizadas para a avaliação de cada uma das 

variáveis, ou metabólitos. Na primeira série de cinco análises, em cada uma das cinco 

fases de desenvolvimento do inseto foram comparados os dois grupos de plantas, 

caracterizados pelo nível de resistência das plantas a partir de delineamento 

experimental inteiramente casualisado, representado pelo modelo: Yij =  + i + eij ; 

sendo:  

 Yij = efeito do i
ésimo

 nível do fator classe de resistência (), na j
ésima

 repetição 

 = média do experimento 

i = i
ésimo

 nível do fator classe de resistência () 
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eij = Efeito do erro na unidade experimental no i
ésimo

 nível do fator classe de 

resistência (). 

Os tratamentos foram representados pelos grupos R (Resistente) e S 

(Suscetível), sendo utilizadas seis repetições, representadas pelas plantas jovens. 

Nas outras duas análises, 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: Yij =  + i + eij ; 

sendo:  

 Yij = efeito do i
ésimo

 nível do fator fase de desenvolvimento (), na j
ésima

 

repetição 

 = média do experimento 

i = i
ésimo

 nível do fator fase de desenvolvimento () 

eij = Efeito do erro na unidade experimental no i
ésimo

 nível do fator fase de 

desenvolvimento (). 

 

Os tratamentos foram representados pelas fases T0 (Antes da postura), T1 

(Postura), T2 (Eclosão), T3 (Lesões pequenas) e T4 (Lesões maiores), sendo utilizadas 

seis repetições, representadas pelas plantas jovens. As médias dos tratamentos foram 

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

 

 

5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Avaliação do Nível de Resistência das Plantas 

 

A identificação do nível de resistência ao bicho-mineiro dos indivíduos 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 suscetíveis (S + MS) no 

grupo 1 e 27 no grupo 2. 
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Tabela 1- Nível de resistência ao bicho mineiro de plantas dos grupos G1 e G2 

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

Tipo de reação Pontos 
Total de 

plantas 
Identificação 

    

Grupo 1  136  
    

Resistente (R) 

1 54 1, 2, 7, 10, 11, 13, 15, 17, 18, 19, 20, 24, 29, 31, 32, 33, 36, 38, 

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 

resistente (MR) 

2 4 9, 50, 59, 91 

R+MR  58  
 

   

Moderadamente 

suscetível (MS) 

3 30 6, 26, 30, 35, 37, 40, 47, 48, 61, 64, 67, 68, 69, 72, 79, 82, 84, 

98, 103, 105, 107, 109, 111, 115, 116, 118, 119, 129, 130, 135 

 

   

Suscetível (S) 

4 48 3, 4, 5, 8, 12, 14, 16, 21, 22, 23, 25, 27, 28, 34, 42, 43, 52, 53, 

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 

S+MS  78 
 

 
   

Grupo 2  80  
 

   

Resistente (R) 
1 15 17, 20, 22, 30, 37, 43, 47, 52, 61, 63, 64, 69, 73, 74 75 

 

   

Moderadamente 

resistente (MR) 

2 1 42 

R+MR 
 16 

 

    

Moderadamente 

suscetível (MS) 

3 16 16, 32, 40, 44, 45, 55, 60, 65, 66, 67, 68, 70, 77, 78, 79, 80 

 

   

Suscetível (S) 
4 11 18, 23, 38, 46, 49, 51, 53, 54, 57, 59, 62 

S+MS  27  

 

Segundo GUERRERO-FILHO (1999), a resistência ao bicho-mineiro-do-

cafeeiro é governada pela expressão de dois genes complementares e dominantes que 

segregam em F2 na proporção de 9 resistentes para 7 suscetíveis. Assim a freqüência 

esperada em cada um dos grupos seria 76 R : 60 S (no grupo 1) e 24 R : 19 S (grupo 2). 

No entanto o número de plantas R e S observado foi significativamente diferente do 

esperado corroborando a hipótese formulada por MEDINA-FILHO et al. (1977) de que 

pode haver genes modificadores contribuindo para a expressão da resistência do 

cafeeiro ao inseto. 
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Para a continuidade do trabalho foram selecionadas 15 plantas resistentes e 15 

plantas suscetíveis do grupo G1 e três plantas resistentes e três plantas suscetíveis do 

grupo G2, sendo as primeiras destinadas aos experimentos relacionados à padronização 

metodológica e as demais para as análises comparativas propriamente ditas entre plantas 

com níveis distintos de resistência (R e S) e entre fases do desenvolvimento do inseto 

(T0 a T4) dentro de cada nível de resistência.  

 

5.2 Processamento do Material Vegetal e Obtenção dos Extratos 
 

 

Perfis metabólicos diferenciados foram caracterizados nos quatro métodos de 

extrações realizados, que variaram desde a presença e ausência de compostos (Tabela 2) 

quanto em concentrações. Cada tratamento recebeu nomenclatura abreviada, a fim de 

facilitar sua identificação, sendo: folhas liofilizadas (L), material vegetal fresco (F), 

folhas desidratadas por microondas (M) e material vegetal extraído por ácido perclórico 

(AP). 

 

Tabela 2- Compostos metabólicos identificados a partir de diferentes métodos de 

obtenção dos extratos analisados por 
1
H RMN. 

 

Material 

Liofilizado (L) 

Material Fresco 

(F) 

Material desidratado por 

microondas 

(M) 

Material extraído com 

ácido perclórico 

(AP) 

    
 

1,3-Dimetilurato     

Alanina 
   

X 

Aspartato 
 

X 
 

 

Epicatechina 
 

X 
 

 

Ferulato  
 

  

Frutose     

Fumarate 
   

X 

Gluconato     

Glucose 
   

X 

Malato     

Fenol 
  

X  

Sacarose     

Treonine 
   

X 

Trigonelina     

Urocanate  
 

  

X (composto sem 

(identificação) 
    

II-Metilhistidina   
 

 

X – variável exclusiva do método;  variável comum a outros tratamentos. 
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Figura 12- Análise fatorial discriminante (PLS-DA) realizada com metabólitos 

identificados em plantas resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro após extração em 

água de folhas frescas (A), extração em água de folhas secas em forno microondas (B), 

extração em água de folhas liofilizadas (C) e extração em ácido perclórico de folhas 

frescas (D). 

 

Porém, a eficiência de um modelo PLS-DA esta relacionada com sua “robustez”, 

ou seja, com a boa habilidade de previsão, apresentando um decréscimo nos valores de 

erro padrão (SEC - standard error of calibration) e um aumento nos valores de 

coeficiente de correlação para calibração (rCal) (FERRÃO et al, 2001). 

Estes parâmetros são obtidos a partir da variância apresentada nas componentes 

principais (eixos) e são considerados satisfatórios quando possuem valores próximos de 

1 para rCal (prevendo amostras com 100% de acerto) e próximos de 0 para SEC 

(indicando 0% de erro de classificação). 

Todos os modelos obtidos a partir das quatro técnicas de extração apresentaram 

relativos baixos valores de SEC e altos valores de rCal (Tabela 3) e conseqüentemente 

uma boa separação dos tratamentos R e S (Figura 12).  
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Dentre as técnicas testadas e avaliadas, o método de extração de metabólitos a 

partir de folhas frescas usando água como solvente (método F) foi escolhido para dar 

seqüência às análises posteriores, pois além dos valores satisfatórios de rCal (0,87) e 

SEC (0,27), permitiu uma classificação eficiente dos grupos de resistência R e S ao 

bicho-mineiro, e trata-se ainda do método de mais fácil execução e o menos oneroso. 

 

Tabela 3.  Parâmetros quimiométricos dos modelos PLS-DA dos tratamentos F, AP, L 

e M. 

Tratamento 
Nº de 

fatores 
Variância (%) SEC rCal 

Material vegetal fresco (F) 3 71,49 0.27 0,87 

Material vegetal extraído por 

Ácido perclórico (AP) 
3 79,07 0,28 0,92 

Material vegetal liofilizado (L) 3 50,29 0,28 0,88 

Material vegetal desidratado 

por microondas (M) 
3 88,37 0,29 0,85 

 

 

5.3 Caracterizações dos Perfis Metabólicos nos Diferentes Estágios de 

Desenvolvimento Larval 

 

 Neste experimento, buscou-se identificar os metabólitos expressos de modo 

diferencial entre as classes R e S em plantas não infestadas (T0) e nos diferentes tempos 

de desenvolvimento do inseto após a postura dos ovos; T1 – oviposição (12 horas), T2 – 

eclosão (4 dias), T3 – lesões pequenas (7 dias) e T4 lesões grandes (10 dias).  As análises 

de 
1
H RMN foram realizadas através de leituras de três repetições analisadas em 

duplicatas para cada tratamento (T0, T1, T2, T3 e T4). 

Foi obtido um perfil comum dos metabólitos – alanina, asparagina, aspartato, 

gluconato, malato, mio-inositol, metabólito X (não identificado), teofilina, trigonelina e 

sacarose, entre os grupos R e S, com variação de suas concentrações para cada tempo de 

desenvolvimento do inseto. Estes metabólitos citados possuem um fingerprint muito 

característico, ou seja, apresentam picos no espectro de 
1
H RMN muito bem definidos, 

de modo que podem ser classificados com alta confiança. 

Outros metabólitos, como, 1,3-dimetilurato, carnitina, formato, fumarato e 

treonina, também foram identificados através da 
1
H RMN, porém, estes, são 

encontrados em regiões do espectro com baixa resolução de sinais e são afetados por 

muitos ruídos (Figura 13. A). Além disto, alguns desses picos possuem sinais em 
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freqüências de sobreposição de picos (regiões denominadas de cluster) o que 

impossibilita a determinação precisa de suas concentrações (figura 13. B). Outro 

problema encontrado se relaciona a alguns desses compostos citados que apresentam 

um figerprint duvidoso, com apenas um único sinal ao longo do espectro (figura 13. C). 

Por esses motivos, estes metabólitos foram considerados não confiáveis, não sendo 

usados nas análises. 

 A presença de um pico muito bem definido e isento de regiões de ruídos e de 

cluster, foi identificado e denominado “X”, pois não 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 diferenciação das classes, pois é encontrado em 

todos os tratamentos. 

 

Figura 13- Interferências nos picos do espectro de 
1
H RMN. Área do espectro de 

1
H 

RMN com ruídos (A), região de cluster (B), composto com um único pico de freqüência 

de RMN (C), composto “X”, em azul (D), exemplo de composto confiável (E) e 

exemplo de composto não confiável (F). 
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As variações de leitura encontradas entre os grupos de resistência, os 

tratamentos e as repetições, eram esperadas, visto que em cada situação citada T0 a T4, 

uma característica biológica pode ser responsável por essa variação, sendo 

respectivamente, a própria resistência da planta ao inseto, o avanço do desenvolvimento 

larval e a particularidade metabólica de cada indivíduo. Do mesmo modo, a semelhança 

entre as duplicatas era previsível, visto que, alíquotas de uma mesma amostra biológica 

foram utilizadas para composição das mesmas e por tanto, estas deveriam se comportar 

igualmente se não ocorressem interferências experimentais.  

 

 

5.4 Análise Quimiométrica das Variáveis 

 

 

Análises discriminantes de regressão por mínimos quadrados parciais (PLS-DA), 

foram realizadas em cada uma das fases T0, T1, T2, T3 e T4, considerando-se apenas as 

variáveis alanina, asparagina, aspartato, gluconato, malato, mio-inositol, metabólito 

“X”, teofilina, trigonelina e sacarose. 

 

5.4.1 Caracterização do perfil metabólico de plantas resistentes e suscetíveis na 

fase T0 sem infestação 

 

 

Quando dados relacionados ao perfil metabólico de plantas R e S na fase T0 

foram avaliados isoladamente a discriminação entre grupos R e S apresentou resultados 

satisfatórios, com rCal de 0,96 e SEC de 0,15, classificando corretamente todas as 

amostras (Figura 14. A). 

Comparando os gráficos obtidos com a projeção das amostras (A) e variáveis 

(B) da análise discriminante, é certo dizer que a separação entre as classes R e S 

acontece ao longo da primeira componente principal (fator 1), sendo possível verificar a 

correlação entre o grupo suscetível e as variáveis malato, alanina, aspartato, sacarose e 

mio-inositol. Da mesma maneira, as amostras do grupo resistente ao inseto apresentam 

maior correlação com o gluconato, asparagina, teofilina e a metabólito X. Neste caso a 

trigonelina não se mostrou correlacionada com nenhum dos grupos. 

Alguns desses compostos são intermediários ou produtos finais de vários 

processos celulares e podem ser aproveitados em diversas vias secundárias do 

metabolismo vegetal.  
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Dentre esses processos celulares que envolvem o malato, tem-se o ciclo do ácido 

cítrico ou ciclo de Krebs, que é parte central das vias metabólicas envolvidas na 

conversão química de carboidratos, ácidos graxos e proteínas em dióxido de carbono, 

água e energia útil para as células (STRYER, 1988; CAMPBELL, 1999; NELSON & 

COX, 2002). Este ciclo tem início a partir da molécula de acetil-CoA que é oriunda 

principalmente a partir da glicólise (LANCE & RUSTIN, 1984; MARTINOIA & 

RENTSCH, 1994). 

 

Figura 14- Análise discriminante de regressão por mínimos quadrados parciais (PLS-

DA) realizada com dados de metabólitos identificados em plantas resistentes (R - azul) 

e suscetíveis (S - vermelho) ao bicho-mineiro na fase T0. – plantas sem infestação. 

Projeção das amostras (A) e das variáveis (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 glicólise fornece 

compostos que podem ser utilizados em uma série de vias metabólicas como: 

biossíntese de fenilpropanóides,  terpenóides,  esteróides e alcalóides derivados da via 

do chiquimato ou de terpenóides,  entre outras (KEGG: Enciclopédia de Quioto de 

genes e genomas, acessado em abril de 2011) (Figura 15). 

 

Figura 15- Possíveis interações  entre rotas biossintéticas de fenilpropanóides, 

alcalóides e terpenos com a glicólise e ciclo de Krebs 

 

Muitos metabólitos secundários garantem vantagens para a sobrevivência das 

plantas (SANTOS, 2004) e podem ser classificados quanto sua estrutura química, como 

nitrogenados (alcalóides, aminoácidos não-protéicos e glicosídeos cianogênicos), 

terpenóides (óleos essenciais, triterpenos, saponinas e glicosídeos cardioativos) e 

fenólicos (ligninas, flavonóides e taninos) (HARBONE, 1988; SANTOS, 2004). 

A biossíntese de terpenos seja através da via do mevalonato ou da via sem 

mevalonato (MPE/DOXP), produzem compostos diretamente relacionados com a defesa 

vegetal contra herbívoria (HARBORNE, 1993) através de substratos advindos da via da 
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glicólise, como o acetil-CoA, para o primeiro caso e piruvato e o gliceraldeído 3-

fosfato, no segundo caso. 

Grandes quantidades de trabalhos na literatura fazem referência a terpenóides 

superiores como inibidores ou retardadores de crescimento, danos na maturação, 

redução da capacidade reprodutiva, supressores de apetite, podendo levar os insetos 

predadores à morte por inanição ou toxicidade direta (VIEIRA & FERNANDES, 1999; 

GODFREY, 1994; NDUMU  et al. 1999; TINCUSI, 1998). 

Deste mesmo modo, o malato pode ser correlacionado com a biossíntese de 

fenilpropanóides e de alcalóides 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 glicólise (Figura 15). 

A via do ácido chiquímico é produtora dos compostos fenólicos, alguns 

aminoácidos e alcalóides. Os compostos fenólicos estão envolvidos na adaptação a 

condições de estresse ambiental, seja na defesa contra a radiação ultravioleta ou 

agressão por patógenos (FARAH & DONANGELO, 2006). 

Portanto, pode-se estabelecer uma correlação inversamente proporcional entre a 

atividade dessas vias metabólicas com o ciclo de Krebs, através da quantificação do 

malato. Esta correlação é possível porque, quando os componentes da glicólise seguem 

até o final do ciclo de Krebs, obtem-se como produto o malato, entretanto quando esses 

componentes são destinados outras rotas secundárias, a presença do malato ocorre em 

menor concentração. 

Considerando essa relação inversamente proporcional entre a presença do 

malato, por conta da finalização do ciclo de Krebs e a menor concentração deste por 

conta do desvio de substratos da glicólise para algumas vias metabólicas secundárias, 

como no caso a biossíntese de terpenos alcalóides ou compostos fenólicos, pode-se 

sugerir que estas vias sejam um caminho adotado pelas plantas resistentes analisadas, 

enquanto que, as plantas suscetíveis utilizam o substrato da glicólise durante todo o 

ciclo de Krebs até a obtenção do malato.  

Isto justificaria a maior correlação do malato com as amostras suscetíveis e 

conseqüentemente sua menor correlação com as amostras resistentes, apresentada no 

modelo de análise discriminante realizada na fase T0 (Figura 14). 

Outro composto identificado nas análises de 
1
H RMN que esta correlacionado 

com as amostras resistentes, é a teofilina. Este metabólito 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 biossíntese de alcalóides derivados de histidina e purina. A 

importância destes alcalóides encontra-se pelo fato de possuem função de defesa das 

plantas contra herbívoros e patógenos (WINK, 1998). 

A teofilina, bem como outros precursores da síntese de cafeína, são citados 

como compostos que podem provocar a redução no tempo da eclosão dos ovos (PERES, 

1990; AERTS e BAUMANN, 1994). 

O aspartato é um aminoácido precursor da alanina e asparagina, dentre outros 

aminoácidos. Estes três aminoácidos citados foram identificados nos perfis metabólicos 

das amostras analisadas e estabeleceram maior correlação com as amostras que 

compõem a classe suscetível (Figura 14). Resultados semelhantes foram obtidos por 

MARTARELLO (2009). O autor encontrou valores médios de 1,72 e 1,04 para a 

concentração de aspartato e alanina em plantas resistentes e 1,82 e 1,33 para os mesmos 

aminoácidos em plantas suscetíveis. 

Esta correlação com a suscetibilidade pode ser conseqüência da utilização de 

substratos da glicólise para produção desses aminácidos ao invés da utilização dessas 

moléculas advindas da glicólise como substrato para ativação de vias que podem estar 

relacionadas com vias de defesa, como as já mencionadas, biossíntese de 

fenilpropanóides, terpenóides, esteróides e alcalóides derivados da via do chiquimato ou 

de terpenóides. 

Com base nessa discussão realizada e nos resultados obtidos, pode-se sugerir 

que as plantas resistentes, por terem menor correlação com malato e apresentarem 

correlação com a teofilina, podem possuir uma defesa contra insetos e patógenos 

mesmo antes da infestação advindo da ativação de vias como dos terpenóides e 

esteróides, biossíntese de alcalóides derivados da via do chiquimato, ou derivados 

terpenóides e policetídeo. Ao contrario destas, as plantas suscetíveis apresentam uma 

maior correlação com o malato, aspartato, alanina e asparagina, talvez pelo fato de que 

as moléculas precursoras destes compostos sejam resultado da ativação ciclo de Krebs e 

a ativação deste ciclo, pode ocasionar na não disponibilidade substrato para ativação das 

mesmas vias de defesa como nas plantas resistentes. 
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5.4.2 Fase T1 – 12 horas após infestação – postura 

 

 

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

defesa logo após a infestação por insetos. Entretanto, cafeeiros R e S apresentaram após 

infestação, pequena discriminação entre as classes (Figura 16). 

 

Figura 16- Análise discriminante de regressão por mínimos quadrados parciais (PLS-

DA) realizada com dados de metabólitos identificados em plantas resistentes (R - azul) 

e suscetíveis (S - vermelho) ao bicho-mineiro na fase T1. – postura. Projeção das 

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

principais fatores 1 e 2. 
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As amostras (A) e as variáveis (B) descritivas das classes R e S na fase T1 

encontram-se ilustradas na figura 16, sendo que os fatores 1 (25,01%) e 2 (32,73%) 

explicam cerca de 57% da variância total. Os valores de SEC (0,29) e rCal (0,88) são 

satisfatórios para predição de amostras na classe em questão. 

A discriminação das classes no plano 1/2 não é muito evidente, mas pode ser 

explicada principalmente pelas variáveis mio-inositol, trigonelina e teofilina para o 

grupo S e a variável X para o grupo R. 

A variável teofilina apresentou-se neste caso, mais correlacionada com a classe 

S, diferentemente do que foi apresentado no tratamento anterior. A variável X, apesar de 

desconhecida, ainda nessa fase possui uma considerável correlação com a classe 

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

 

5.4.3 Fase T2 – 4 dias após infestação - eclosão 

 

 

Esta fase é caracterizada pela eclosão das lagartas e imediata penetração no 

mesofilo foliar. Todas as amostras na fase T2 foram classificadas em seus respectivos 

grupos (Figura 17). O valores de rCal e SEC do modelo PLS-DA apresentaram-se 

altamente satisfatórios com valores 0,97 e 0,13 respectivamente. 

Os metabólitos posicionados a direita do gráfico de variáveis (B) (malato, 

metabólito X, teofilina, sacarose e trigonelina) são os que melhor se correlacionam com 

as plantas resistentes, enquanto que as variáveis alocadas a esquerda do mesmo gráfico 

(alanina, asparagina, aspartato e gluconato) apresentam correlação com as plantas 

suscetíveis (Figura 17). 

As variáveis aspartato e alanina permanecem correlacionadas com a 

suscetibilidade, porém o malato passou a ter correlação com as amostras da classe R. 

Quando analisado isoladamente, o malato apresenta neste estágio (T2), uma grande 

diferença de sua concentração entre classe R e S, apresentando-se menor nesta última. 

Isto pode ter ocorrido por conta de que neste estágio de desenvolvimento do 

inseto (eclosão), acontece uma injúria direta na folha, podendo funcionar como um 

sinalizador para ativação de vias metabólicas de defesa, que exigem o consumo de 

energia, de modo que as plantas resistentes começam a produzi-la. Dessa maneira, o 

malato, resultado de reações que produzem moléculas energéticas (ciclo de Krebs) passa 

a ter maior correlação com as classes R. 
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Figura 17- Análise discriminante de regressão por mínimos quadrados parciais (PLS-

DA) realizada com dados de metabólitos identificados em plantas resistentes (R - azul) 

e suscetíveis (S - vermelho) ao bicho-mineiro na fase T2. – eclosão. Projeção das 

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

principais fatores 1 e 2. 

 

Outra hipótese para esta inversão na correlação entre o malato e as amostras 

suscetíveis, é de que, após a eclosão, as plantas da classe S também ativem um 

mecanismo de defesa, conduzindo a partir deste momento, dos intermediários da 

glicólise seja para a biossíntese de terpenóides ou na produção de alcalóides, o que a 
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reduz a concentração de malato nesta classe e, conseqüentemente, sua correlação com a 

variável em questão. 

 

5.4.4- Fase T3 – 7 dias após infestação – pequenas lesões 

 

 

Neste estágio do desenvolvimento larval ocorrem os grandes danos às folhas, 

pois a lagarta já está em sua plena atividade metabólica podendo consumir mais de 1,3 

cm² da área foliar (PARRA, 1977). 

A análise discriminante de regressão por mínimos quadrados parciais (PLS-DA) 

realizadas na fase T3, considerando apenas as variáveis confiáveis, apresentou razoáveis 

valores de rCal (0,73) e SEC (0,28),  favorecendo a separação dos grupos R e S (Figura 

18. A). 

A partir da análise de PLS-DA, é possível verificar que todas as variáveis se 

mostraram mais correlacionadas com as amostras resistentes, de modo que todos os 

metabólitos estão localizados a direita do gráfico de projeção das variáveis (B), 

enquanto as amostras suscetíveis estão localizadas a esquerda do gráfico de projeção de 

amostras (A) (Figura 18). 

Associando-se essas informações, pode-se sugerir que nessa fase as plantas 

sucetíveis direcionaram metabólitos para ativação das vias de biossínteses de compostos 

que possam conferir defesa a planta, como terpenóides, alcalóides ou compostos 

fenólicos, estão ativadas, de modo que todos os metabólitos resultantes das vias 

anteriormente utilizadas pelas plantas suscetíveis (malato, alanina, aspartato e 

asparagine) estejam em menor atividade, reduzindo a correlação destes com a classe S. 

Outra possibilidade para as baixas correlações das variáveis com as amostras da 

classe S, é que nestas amostras, por conta da alta atividade de herbivoria neste estágio 

de desenvolvimento, a quantidade de massa celular presente nestas amostras pode ser 

menor do que nas amostras da classe R (onde não aconteceu o desenvolvimento da 

lagarta) e, conseqüentemente, a concentração dos compostos estejam em maior 

quantidade e desta maneira mais correlacionados com as amostras R. 
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Figura 18- Análise discriminante de regressão por mínimos quadrados parciais (PLS-

DA) realizada com dados de metabólitos identificados em plantas resistentes (R - azul) 

e suscetíveis (S - vermelho) ao bicho-mineiro na fase T3. – pequenas lesões. Projeção 

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

principais fatores 1 e 2. 
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5.4.5- Fase T4 – 10 dias após infestação – lesões maiores 

 

 

Através da análise discriminante de regressão por mínimos quadrados parciais 

buscando a classificação das amostras da fase T4, verificou-se que a separação entre os 

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

0,94 e SEC de 0,20. 

 

Figura 19- Análise discriminante de regressão por mínimos quadrados parciais (PLS-

DA) realizada com dados de metabólitos identificados em plantas resistentes (R - azul) 

e suscetíveis (S - vermelho) ao bicho-mineiro na fase T4 – lesões maiores. Projeção das 

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

principais fatores 1 e 2. 
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Em comparação entre os gráficos de variáveis (B) e amostras (A), é possível 

atribuir relação entre as variáveis, sacarose, gluconato, mio-inositol, teofilina, X e 

trigonelina, com as amostras pertencentes ao grupo de plantas resistentes. A permanente 

correlação da variável X com a classe das amostras resistentes, afirma o potencial desta 

variável como marcador deste grupo. Da mesma forma, pode-se correlacionar as 

amostras suscetíveis aos metabólitos, alanina, malato, asparagina e aspartato. 

Estes mesmos metabólitos correlacionados com a suscetibilidade da classe S 

deste tratamento foram correlacionados com a classe S no tratamento T0, entretanto, a 

sacarose é o metabólito que se apresenta mais correlacionado com as amostras 

resistentes. Uma explicação para este fato, é que este açúcar pode ter sido uma das 

fontes de alimentação da lagarta durante sua ação de herbivoria, diminuindo 

conseqüentemente a concentração deste metabólito em plantas suscetíveis (atacadas) 

propiciando a correlação da sacarose com a classe R. 

Contudo, este perfil metabólico pode ter sido influenciado por conta da presença 

do material celular do inseto, processado juntamente com o material vegetal da classe S, 

visto que a separação deste era inviável. 

 

 

5.4.6- Caracterização do perfil metabólico a partir da análise conjunta das fases T0 

a T4 

 

Através da análise discriminante de regressão por mínimos quadrados parciais 

(PLS-DA) de todos os tratamentos (grupos R e S e fases T0 a T4) avaliados em conjunto, 

pode-se mensurar o poder de previsão das amostras em cada uma de suas classes. Para 

isto, foram utilizadas como variáveis, todos os metabólitos identificados por 
1
H RMN, 

ou seja, tanto os metabólitos confiáveis quanto os parcialmente confiáveis, pois assim 

obteve-se uma melhor separação entre os tratamentos. 

Referente à perspectiva do poder de previsão do grupo T0 (antes da oviposição), 

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 

previsão das amostras do tratamento T0 na sua respectiva classe, os valor de rCal 

encontrado foi de 0,95 enquanto o valor de SEC foi de 0,12. 

Entretanto, as análises de discriminante de regressão por mínimos quadrados 

parciais (PLS-DA) obtidas buscando a previsão dos grupos T1, T2, T3 e T4, apresentou 
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sobreposições de todas as amostras, de modo que nenhuma das fases de 

desenvolvimento da lesão teve uma separação adequada. 

A análise simultânea dos gráficos A e B da figura 20 permite visualizar que 

plantas não infestadas (T0) formam um grupo isolado de um segundo grupo formado por 

plantas infestadas (T1 a T4) sendo que as variáveis sacarose, formato e teofilina tem 

maior correlação com as plantas do grupo T0. 

 

Figura 20- Análise discriminante de regressão por mínimos quadrados parciais (PLS-

DA) realizada com dados de metabólitos identificados em plantas resistentes e 

suscetíveis ao bicho-mineiro nas fases T0- sem infestação (preto); T1- postura (laranja); 

T2- eclosão (cinza); T3- pequenas lesões (azul) e T4- lesões maiores (rosa). Projeção das 

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

principais fatores 1 e 2. 
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5.5 Análise de Variância dos Metabólitos Identificados por 
1
H RMN 

 

5.5.1 Análise de variância individual dos metabólitos entre as classes R e S 

 

Análises de variâncias foram realizadas para avaliação de cada uma das 

variáveis ou metabólitos. Na primeira série de cinco análises realizadas em cada uma 

das fases de desenvolvimento do inseto, foram avaliadas eventuais diferenças entre os 

grupos de plantas resistentes e suscetíveis. 

No tratamento T0 (sem infestação), observou-se que apenas o composto mio-

inositol, se diferenciou estatisticamente entre os grupos R e S, apresentando-se em 

maior concentração nas plantas suscetíveis (Tabela 4).  

 

Tabela 4- Análise de variância dos metabólitos identificados na fase T0 

Metabólito F calculado Probabilidade (P) 
Média 

Resistente Suscetível 

Alanina 1,86 0,20 0,06 a 0,07 a 

Asparagina 0,18 0,67 1,05 a 0,93 a 

Aspartato 0,99 0,34 0,10 a 0,12 a 

Malato 1,51 0,24 0,81 a 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 0,33 a 0,33 a 

X 2,18 0,16 1,62 a 1,35 a 

Mio-inositol 4,57 0,05 0,15 b 0,19 a 

Gluconato 2,62 0,13 0,43 a 0,30 a 
Médias seguidas por uma mesma letra não se diferenciam estatisticamente 

 

O mio-inositol é fisiologicamente, o isômero mais comum entre os oito possíveis 

isômeros geométricos de inositol e está envolvido em uma série de reações bioquímicas 

com diversas funções no metabolismo celular (LOEWUS, 1990, BOHNERT, 1995, 

LOEWUS & MURTHY, 2000). 

Trata-se de uma molécula poliálcool 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 transdução de sinal, como os fosfatos fosfatidilinositol e fosfatos mio-inositol (BOSS 

et al, 2006), biossíntese de parede celular, endocitose e tráfego de vesículas (SAIARDI  

et al., 2002), expressão gênica (ALCAZAR-ROMANA & WENTE, 2007), percepção 

de auxina e de armazenamento de fósforo (RABOY & BOWEN, 2006; TAN et al, 

2007), tolerância ao estresse (TAJI et al, 2006.) e síntese de oligossacarídeos (KARNER 
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et al, 2004). Assim, a síntese e o metabólito do mioinositol afetam diretamente muitas 

vias bioquímicas diferentes. 

Tanto o mio-inositol quanto seus derivados são 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 

fosforilações na molécula de mio-inositol conduzem à formação de seus derivados, 

como o ácido fítico (IP6) e o mio-inositol 1,2,3-fosfato (IP3), importante molécula 

sinalizadora na célula. 

Considerando a diferença estatística apresentada entre as médias das classes R e 

S, em relação ao mio-inositol, pode-se sugerir que há uma maior ativação da rota de 

biossintese do mio-inositol em plantas suscetíveis, por conta da maior concentração 

apresentada pela classe. Desta maneira, pode-se especular que, moléculas de glicose 6-

fosfato, oriundas principalmente da glicólise são conduzidas para síntese deste 

metabólito e seus derivados com mais intensidade nas plantas suscetíveis do que em 

plantas resistentes. 

Embora os resultados obtidos ainda devam ser validados por avaliação do 

metabólito em progênies segregantes sem o conhecimento prévio do nível de resistência 

das plantas, o mio-inositol parece ser um bom candidato a biomarcador para 

suscetibilidade em plantas não infestadas. 

Por meio da análise de variância realizada com dados experimentais obtidos em 

T1 (oviposição), diferenças estatísticas significativas foram observadas entre as plantas 

resistentes e suscetíveis quanto aos metabólitos alanina e teofilina, tabela 5. Plantas 

suscetíveis apresentam valores significativamente maiores que aqueles observados em 

plantas resistentes. 

 

Tabela 5- Análise de variância dos metabólitos identificados na fase T1 

Metabólito F calculado Probabilidade (P) 
Média 

Resistente Suscetível 

Alanina 4,10 0,07 0,09 b 0,12 a 

Asparagina 0,32 0,58 1,02 a 1,13 a 

Aspartato 1,99 0,19 0,08 a 0,11 a 

Malato 0,05 0,82 0,60 a 0,65 a 

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 não se diferenciam estatisticamente 
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A alanina é importante aminoácido produzido a partir da molécula de piruvato e 

possui um papel crucial em plantas que possuem tolerância sob deficiência de oxigênio, 

isto porque, seu acúmulo não causa toxidez à planta (DREW, 1997).  

A alanina fornece uma reserva de nitrogênio para a planta, de maneira que este 

aminoácido pode ser convertido em piruvato por meio da reação de transaminação 

catalisada pela atividade da enzima alanina aminotransferase e usado para a síntese de 

outros aminoácidos e ou substâncias (SOUZA & SODEK, 2003; MIYASHITA et al., 

2007). 

Como indicado na tabela 5, a concentração de alanina é significativamente mais 

elevada em plantas suscetíveis do que em plantas resistentes. Pode-se supor que plantas 

suscetíveis possam estar utilizando esse mecanismo de acúmulo de nitrogênio através 

do aminoácido alanina. 

SCRIBER & SLANSKY (1981) evidenciaram que os níveis de nitrogênio e de 

água encontrados nas plantas são positivamente correlacionados com a herbivoria, pois 

os insetos fazem uso desta fonte alimentar para seu desenvolvimento e sobrevivência. 

Entretanto, o fato de essa diferença estatística ter sido evidenciada em plantas 

com ovos depositados pelos insetos (T1) sugere que em plantas suscetíveis, a alanina 

pode estar relacionada com um mecanismo de reconhecimento deste evento – a postura 

- e/ou sinalização para ativação de uma via metabólica de defesa vegetal, diferente do 

mecanismo adotado pelas resistentes. 

Pode ser ressaltado, ainda, que plantas que apresentem baixo teor de nitrogênio e 

água tendem a apresentar uma riqueza de compostos secundários com base em carbono, 

como os fenóis e terpenóides, enquanto plantas ricas em nitrogênio e água tendem a 

apresentar compostos secundários com nitrogênio como os alcalóides, inibidores de 

proteínas e glicosídeos cianogênicos (MATTSON, 1980; BRYANT et al., 1983).  

Essa afirmação reforça o fato de que o acúmulo de nitrogênio possa estar sendo 

exercido pelas plantas suscetíveis para uma possível utilização em vias de defesa 

vegetal, porém são vias que não possuem a mesma eficiência quanto as vias utilizadas 

pelas plantas resistentes. 

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

purinas. Possui uma relação com a cafeína, visto que está envolvida em rotas 
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alternativas de sua biossíntese (KATO et al., 1996) ou através de seu cataboslimo 

(ASHIHARA et al., 1996;  ITO et al., 1997).  

A ação tóxica da cafeína sobre algumas espécies de insetos fitófagos já foi 

identificada em alguns trabalhos (RIZVI et al., 1980; NATHASON, 1984), porém, 

GUERREIRO-FILHO & MAZZAFERA (2000) verificaram que este composto não 

conferia resistência ao cafeeiro contra lagartas do bicho-mineiro. 

A diferença significativa em relação ao conteúdo de teofilina encontrada na 

análise de variância no tempo T1, entre as classes R e S, sugere que este metabólito ou 

os compostos envolvidos em seu metabolismo podem estar relacionados à sinalização 

de mecanismos de defesa da planta induzidos pela oviposição. Segundo BERNAYS & 

CHAPMAN (1994) algumas substâncias como ácidos clorogênicos e cafeína e 

derivados são relatados como mediadores de interações inseto-planta. 

Os metabólitos malato e teofilina podem ser apontados como possíveis 

biomarcadores no tempo T2 (eclosão), visto que estes apresentaram diferenças 

estatísticas significativas entre as classes de resistência R e S, como mostrado na tabela 

6. 

 

Tabela 6- Análise de variância dos metabólitos identificados na fase T2 

Metabólito F calculado Probabilidade (P) 
Média 

Resistente Suscetível 

Alanina 0,40 0,53 0,19 a 0,22 a 

Asparagina 0,78 0,39 0,98 a 1,15 a 

Aspartato 0,05 0,82 0,15 a 0,15 a 

Malato 5,23 0,04 1,07 a 0,65 b 

Sacarose 4,52 0,05 0,34 a 0,29 a 

Teofilina 7,02 0,02 0,14 a 0,09 b 

Trigonelina 0,15 0,69 0,39 a 0,37 a 

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 0,37 a 
Médias seguidas por uma mesma letra não se diferenciam estatisticamente 

 

No entanto, diferentemente do observado em T1, valores médios maiores de 

teofilina foram observados em plantas R do que em plantas S para o tratamento T2 

(eclosão). Esta inversão pode ter acontecido por conta de que neste estágio do 

desenvolvimento do inseto, a lagarta eclode dos ovos e provoca uma injúria diretamente 

na epiderme foliar para invadir o mesofilo da folha.  
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As injúrias provocadas podem desencadear nas plantas uma seqüência de 

eventos para reduzir os danos presentes ou futuros, como a modificação das 

propriedades químicas desses tecidos que, conseqüentemente, influenciam o 

crescimento e o desenvolvimento dos herbívoros ou patógenos (RHOADES, 1983). 

Dessa maneira, a teofilina pode ter seu metabolismo alterado de maneira que no estágio 

T2, essa passou a ser mais concentrada em plantas resistentes. 

Do mesmo modo, o malato, que não havia apresentado diferenças estatísticas 

entre as classes R e S até este evento, passou possuir uma diferença muito consistente, 

apresentando maior concentração em plantas resistentes. 

Este composto é um produto do metabolismo vegetal considerado por muitos o 

produto final da glicólise em vez do piruvato (LANCE & RUSTIN, 1984; 

MARTINOIAE & RENTSCH, 1994).  

É constituído por quarto carbonos e originado a partir do fumarato pela ação da 

enzima fumarase. Posteriormente, o malato é oxidado a oxaloacetato por ação da 

malato-desidrogenase (STRYER, 1988; CAMPBELL, 1999; NELSON & COX, 2002).   

Os papéis funcionais para malato, em plantas, são bastante diversificados, sendo 

o seu principal envolvimento na respiração celular, mais especificamente no ciclo de 

Krebs para produção de moléculas energéticas (GIETL, 1992; KOCHIAN, 1995; 

MARTINOIA e RENTSCH, 1994). 

O ciclo de Krebs é parte central das vias metabólicas envolvidas na conversão 

química de carboidratos, ácidos graxos e proteínas em dióxido de carbono, água e 

energia útil para as células (STRYER, 1988; CAMPBELL, 1999; NELSON e COX, 

2002).   

Este ciclo está associado à cadeia respiratória, ou seja, um complexo de 

compostos transportadores de prótons (H
+
) e elétrons que consomem o oxigênio (O2) 

absorvido por mecanismos respiratórios, sintetizando água e gerando ATPs através do 

processo de fosforilação oxidativa (STRYER, 1988; CAMPBELL, 1999; NELSON & 

COX, 2002). 

Contudo, essa substancial diferença entre médias de malato nas classes R e S, a 

partir do tratamento T2, sugere que o mecanismo de obtenção de energia da célula 

encontra-se mais ativo em plantas resistentes. Isso talvez ocorra pelo fato das plantas 

resistentes ativarem alguma via de defesa vegetal, após a eclosão da lagarta, que 
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necessite de grande consumo energético e por isso haja a necessidade de alta produção 

destas moléculas. 

Já no estágio T3 (lesões pequenas), diferenças estatísticas significativas foram 

encontradas entre médias dos metabólitos, malato, sacarose e teofilina, como 

apresentado na tabela 7. Desta maneira, estes compostos podem ser propostos como 

biomarcadores nesta para os grupos R e S, neste estágio da infestação. 

 

Tabela 7- Análise de variância dos metabólitos identificados na fase T3 

Metabólito F calculado Probabilidade (P) Média 

Resistente Suscetível 

Alanina 0,00 0,99 0,11 a 0,11 a 

Asparagina 0,11 0,74 1,35 a 1,28 a 

Aspartato 0,09 0,76 1,15 a 0,15 a 

Malato 0,71 0,02 1,03 a 0,45 b 

Sacarose 23,59 0,00 0,34 a 0,19 b 

Teofilina 11,74 0,00 0,08 a 0,04 b 

Trigonelina 0,01 0,91 0,38 a 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 não se diferenciam estatisticamente 

 

A sacarose é o principal produto da fotossíntese, respondendo por boa parte do 

carbono que é fixado nas folhas verdes (DENNIS & BLAKELEY, 2000).  Esse açúcar é 

composto por uma molécula de frutose e outra de glicose. Sua síntese ocorre no citosol 

e pode ser considerada uma forma de reserva nos vacúolos de diversas espécies de 

plantas. Esse dissacarídeo também apresenta um importante papel como açúcar de 

transporte, de curta e longa distância, na maioria das plantas, principalmente pela 

característica não redutora que o composto apresenta. 

Duas enzimas-chave são encontradas como principais reguladoras do fluxo de 

sacarose: frutose 1,6 bifosfatase (FBPase – que atua na formação da frutose 6-fosfato) e 

sacarose fosfato sintase (SPS – que atua na etapa final da síntese). A atividade das duas 

enzimas podem ser reguladas tanto ao nível protéico da enzima quanto de forma 

alostérica (MAGEL et al., 2000). 

Em experimentos conduzidos por MARTARELLO et al., (2009), diferenças 

significativas foram observadas entre as concentrações de açúcares totais de genótipos 

resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro, sendo que maiores concentrações foram 

observadas em plantas resistentes. 
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A sacarose não se diferenciou significativamente nas análises de variância entre 

as classes até o estágio T3 (lesões pequenas). Entretanto, a partir dessa fase de 

desenvolvimento da lesão, folhas de plantas resistentes apresentaram uma concentração 

de sacarose bastante superior em relação às plantas suscetíveis. 

Talvez essa diferença ocorra entre as classes R e S, por conta da atividade de 

herbivoria exercida pela lagarta, neste estágio de desenvolvimento, em plantas 

suscetíveis, indicando que este açúcar possa ser uma das fontes da alimentação do inseto 

na folha.  

O metabólito malato, como já mencionado, é uma molécula envolvida no ciclo 

de Krebs que tem por objetivo produzir moléculas energéticas para diversos usos na 

célula. A maior concentração deste composto em plantas resistentes, neste estágio de 

desenvolvimento da lesão (T3), sugere que estas plantas, assim como no estágio T2, 

podem apresentar um mecanismo de obtenção de energia mais ativo do que as plantas 

suscetíveis. Essa permanente produção de energia realizada pela classe R, tanto no 

tratamento T2 quanto no T3, talvez seja conseqüência da necessidade de moléculas 

energéticas para a o funcionamento do mecanismo de defesa adotado pelas plantas 

resistentes.  

Assim como ocorre com a sacarose a concentração de teofilina em amostras de 

folhas de plantas resistentes é maior do que a observada em plantas suscetíveis a partir 

da fase T2, levando à interpretação de que este composto não somente pode estar 

relacionado com a sinalização da eclosão, mas também com um mecanismo mais 

duradouro de defesa ativado pela planta. 

Por fim, a análise de variância realizada na fase T4 (lesões grandes) evidenciou 

diferenças estatísticas significativas no metabólito sacarose, entre as classes R e S, 

destacando esse como provável biomarcador para este evento na evolução da lesão 

causada por L. coffeella (Tabela 8).  

Assim como no tratamento T3, a significativa diferença estatística observada na 

variável sacarose, pode ser resultado da atividade de herbivoria realizada pela lagarta 

neste estágio de desenvolvimento da lesão (T4 – lesões grandes), isto porque, em 

plantas suscetíveis, onde as lagartas realizaram seu desenvolvimento completo e 

conseqüentemente alimentaram-se do material celular, os valores médios de sacarose 

foram muito inferiores aos valores verificados em plantas resistentes, onde não 

aconteceu a ação do herbívoro. Isto reforça a idéia de que este açúcar seja um dos 
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componentes principais da dieta do bicho-mineiro como demonstrado por NANTES & 

PARRA (1978). 

 

Tabela 8- Análise de variância dos metabólitos identificados na fase T4 

Metabólito F calculado Probabilidade (P) 
Média 

Resistente Suscetível 

Alanina 0,16 0,69 0,14 a 0,15 a 

Asparagina 1,52 0,24 1,11 a 1,41 a 

Aspartato 1,24 0,28 0.16 a 0,18 a 

Malato 0,65 0,43 0,43 a 0,51 a 

Sacarose 9,58 0,01 0,33 a 0,13 b 

Teofilina 0,01 0,90 0,05 a 0,05 a 

Trigonelina 0,33 0,57 0,40 a 0,35 a 

X 1,30 0,28 2,03 a 1,65 a 

mio-Inositol 1,14 0,31 0,16 a 0,12 a 

Gluconato 1,05 0,32 0,31 a 0,21 a 
Médias seguidas por uma mesma letra não se diferenciam estatisticamente 

  

Segundo os autores a alimentação dos adultos com solução de sacarose a 10% 

influi positivamente sobre o número e a viabilidade dos ovos depositados por fêmeas de 

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

5.5.2 Análise de variância individual dos metabólitos entre as fases do 

desenvolvimento do inseto 

 

 

As plantas passam constantemente por diversas situações de estresses, sejam eles 

físicos (seca, solos deficientes, poluição e competição com outras plantas) ou biológicos 

(ataque de insetos ou pragas). 

As injúrias provocadas podem desencadear nas plantas uma seqüência de 

eventos para reduzir os danos presentes ou futuros, como a modificação das 

propriedades químicas desses tecidos que por conseqüência, influenciam o crescimento 

e o desenvolvimento dos herbívoros ou patógenos (RHOADES, 1983) 

Na intenção de avaliar o comportamento da expressão de cada variável ao longo 

da evolução da lesão promovida pelo inseto, realizou-se uma análise da variância 

individual dos metabólitos observados em cada fase do desenvolvimento dos insetos e 

dentro das classes de resistência.  

Diferenças estatísticas entre as fases de desenvolvimento do inseto após a 

postura foram observadas em plantas resistentes, nos valores mensurados de cada 
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metabólito, com exceção do gluconato e asparagina (Tabela 9), bem como diferentes 

tipos de respostas relacionadas à variação entre as fases foram observadas para cada 

variável (Figura 21). 

 

Tabela 9- Análise de variância e médias de metabólitos identificados por 
1
H RMN, em 

plantas resistentes em função da evolução do dano causado por L. coffeella. 

Metabólito 
F 

calculado 

(P) 

probabilidade 

Médias 

T0 T1 T2 T3 T4 

Alanina 18,16 0.00 0,06 c 0,09 cb 0,19 a 0,11 b 0,14 ab 

Asparagina 0,68 0,60 1,05 a 1,02 a 0,98 a 1,35 a 1,11 a 

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 0,43 b 

Sacarose 21,12 0,00 0,79 a 0,32 b 0,34 b 0,34 b 0,33 b 

Teofilina 15,4 0,00 0,16 a 0,09 bc 0,14 ab 0,08 c 0,05 c 

Trigonelina 2,28 0,08 0,34 b 0,67 a 0,39 b 0,38 b 0,40 b 

X 2,24 0,09 1,62 b 2,46 a 2,27 a 2,30 a 2,03 a 

mio-Inositol 3,33 0,02 0,15 b 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 0,31 a 

Médias das variáveis nas linhas seguidas por uma mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Médias dos dez metabólitos identificados nas diferentes fases (T0 a T4) em 

plantas suscetíveis encontram-se na tabela 10. 

 

Tabela 10- Análise de variância e médias de metabólitos identificados por 
1
H RMN, em 

plantas suscetíveis em função da evolução do dano causado por L. coffeella, 

Metabólito 
F 

calculado 

(P) 

probabilidade 
T0 T1 T2 T3 T4 

Alanina 5,58 0,0023 0,07 b 0,12 b 0,22 a 0,11 b 0,15 ab 

Asparagina 1,50 0,2312 0,93 a 1,13 a 1,15 a 1,28 a 1,41 a 

Aspartato 4,02 0,0118 0,12 b 0,11 b 0,15 ab 0,15 ab 0,18 a 

Malato 4,68 0,0059 1,04 a 0,65 ab 0,65 ab 0,45 b 0,51 b 

Sacarose 47,72 0,0000 0,83 a 0,34 b 0,29 bc 0,20 bc 0,13 c 

Teofilina 20,26 0,0000 0,14 a 0,14 a 0,09 b 0,05 c 0,05 bc 

Trigonelina 2,82 0,0465 0,33 b 0,67 a 0,37 b 0,38 b 0,35 b 

X 5,72 0,0021 1,35 b 2,30 a 2,12 a 2,07 a 1,65 ab 

mio-Inositol 4,74 0,0055 0,19 ab 0,26 a 0,17 ab 0,15 b 0,12 b 

Gluconato 1,70 0,1629 0,30 a 0,38 a 0,37 a 0,30 a 0,21 a 

Médias das variáveis nas linhas seguidas por uma mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Em relação ao grupo de plantas resistentes, a concentração de sacarose em T0 

maior e estatisticamente diferente das demais fases que por sua vez não se 

diferenciaram entre si. Através da figura 21, é possível perceber que já no momento da 

ovipostura (T1) acontece uma relevante queda na concentração de sacarose em relação 
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ao valor mensurado no tratamento T0 (sem infestação). As demais médias se mantém 

praticamente constante em T2, T3 e T4. 

Da mesma maneira plantas suscetíveis possuem maior concentração de sacarose 

no tratamento T0 do que os demais tratamentos (Figura 22). Isto nos leva a interpretar 

que a redução da concentração sacarose independe do nível de resistência expressado 

pela planta.  

MURRAY & HACKETT (1991) citam que o fornecimento de sacarose pode 

desencadear o acúmulo de ácido clorogênico e outros polifenóis em vegetais. Por sua 

vez, devido às propriedades antioxidante e antibiótica, os ácidos clorogênicos estão 

envolvidos em inúmeras funções biológicas, tais como resistência a pragas e doenças 

(MATSUDA et al., 2003). 

Além disto, o fornecimento de moléculas de glicose a partir da quebra da 

sacarose pode estar contribuindo para a redução desta última após a oviposição (T0). 

Este mecanismo pode estar associado como fonte de obtenção 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 infestação (T1), 

tanto em plantas resistentes quanto em plantas suscetíveis, visto que neste tratamento, 

ocorre uma considerável redução de sua concentração.  

Com isso, pode-se entender que o mecanismo adotado para utilização da 

sacarose em plantas resistentes mostra-se mais eficaz do que em plantas suscetíveis, não 

permitindo o desenvolvimento da praga, possivelmente pela ativação vias secundárias 

de defesa vegetal mais eficiente ao combate do inseto. 

Em plantas resistentes, a teofilina, possui dois picos de maior concentração 

correspondente as fases T0 (sem infestação) e T2 (eclosão) (Figura 21). A redução nos 

teores de teofilina na fase T1 sugere que o metabolismo desse composto é atenuado até o 

momento em que a lagarta eclode (T2). A partir disto a concentração de teofilina é 

retomada de modo semelhante ao T0.  

Os vegetais, em sua grande maioria, desenvolveram mecanismos de resposta 

contra danos e doenças que, quando acionados, reconhecem a agressão (SHEWRY & 

LUCAS, 1997; de WIT, 2007). Com isso é possível sugerir que um mecanismo de 

sinalização que envolve o metabolismo da teofilina, já pré-exista em plantas resistentes, 

de modo que após a infestação (T1), esse composto apresenta uma reação de resposta 

(expressão mais diminuída); voltando a ter uma concentração expressiva, 
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principalmente após a eclosão dos ovos, nos tratamento T2 diante aos outros tratamentos 

(T3 e T4). 

Considerando esse possível mecanismo de sinalização acionado após a 

oviposição (T1), diferentemente das plantas resistentes, as plantas suscetíveis, parecem 

apresentar uma resposta mais demorada. Mesmo com concentrações de teofilina 

semelhantes ao observado em plantas resistentes no tratamento sem infestação (T0), as 

plantas suscetíveis não parecem alterar imediatamente o metabolismo desse composto 

após a postura dos ovos do inseto, sendo que, sua redução ocorrerá nas mesmas 

proporções que nas plantas resistentes apenas após a eclosão das lagartas (T2), quando 

estas já estão prontas para penetrarem no mesofilo foliar. 

Esta pode ser uma das causas que comprometem a ação de defesa exercida pelas 

plantas suscetíveis, uma vez que esta não se encontra preparada para se proteger contra 

a ação do inseto. 

Outros compostos como a trigonelina, o metabólito X e o mio-inositol, também 

possuem uma resposta metabólica elevada no tratamento T1 (Figuras 21 e 22), 

apresentando concentrações estatisticamente diferentes dos outros tratamentos (Tabelas 

10 e 11), chegando a uma diferença, entre as médias, quase sempre superior a 40% seja 

em plantas resistentes ou em plantas suscetíveis. 

Diversas funções podem ser atribuídas ao mio-inositol e seus derivados.  Dentre 

as principais, encontra-se a de reserva de fosfato, entretanto, além desta, os mio-inositol 

fosfatos estão envolvidos em muitos processos de rotas celulares como, transporte e 

estocagem de auxina, biossíntese de parede celular, endocitose e tráfico de vesículas 

(SAIARDI  et al., 2002), transdução e regulação de sinal, regulação da síntese de ATP 

(SAFRANY et al., 1999) e produção de moléculas relacionadas ao estresse (LOEWUS 

& MURTHY, 2000). Possuem ainda, participação expressão de genes e exportação de 

mRNA (SHEN et al., 2003). Por isso, o mio-inositol, pode estar envolvido em diversos 

mecanismos de resposta da planta, sendo que, independente do nível de resistência (R 

ou S), sua maior atividade encontra-se após a infestação pelos insetos. 

O metabólito X possui um comportamento de resposta no decorrer dos eventos 

analisados (T0, T1, T2, T3 e T4), tanto para a classe R (Figura 21) ou S (Figura 22), que 

parece estar relacionado com um mecanismo de sinalização e de defesa da planta, pois, 

além de sofrer alteração após a postura (estímulo), mantém concentrações superiores 

nos próximos tratamentos (resposta). 
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Respostas diferenciadas quanto à caracterização de perfis em diferentes estágios 

de desenvolvimento da praga, também foram encontradas através da expressão de genes 

ESTs por MELO (2006). Alguns dos ESTs analisados pelo autor foram somente 

expressos por plantas resistentes após a oviposição ou induzidos depois que a eclosão 

dos ovos aconteceu, em contrapartida, outros ESTs somente foram expressos em plantas 

suscetíveis. O autor sugere uma possível diferença entre o mecanismo de sinalização 

desencadeado pelo ataque de L. coffeella entre plantas resistentes e suscetíveis, sendo 

que nestas últimas, a sinalização parece acontecer de maneira insuficiente para deter o 

desenvolvimento larval. 

Outras variáveis, porém, tiveram maior concentração estatisticamente 

significativa no tratamento T2 (eclosão) em plantas resistentes, como o malato, alanina e 

aspartato (Tabela 9). Este perfil observado indica uma resposta metabólica conferida 

pela ação da lagarta sobre a folha após a eclosão dos ovos, e que provavelmente esteja 

relacionada de alguma maneira com algum mecanismo de defesa adotado pela planta. 

A concentração de malato se eleva a partir do tratamento T2, retornando em 

seguida, a níveis mais baixos já nos próximos tratamentos (T3 e T4) (Figura 21). É 

possível especular que a alteração observada no comportamento desta variável em 

plantas resistentes, possa ter sido provocada em resposta a eclosão dos ovos do bicho-

mineiro e por conseqüência ter desencadeado um mecanismo de sinalização para 

potencializar a via de obtenção de moléculas energéticas (como no caso do ciclo de 

Krebs, onde o malato é um intermediário). 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 T2 (Tabela 9) na classe R (resistente), também podendo estar relacionados 

ao evento da eclosão dos ovos de L. coffeella. Estes aminoácidos, assim como outros 

compostos nitrogenados, podem servir como fontes de nitrogênio para composição de 

metabólitos secundários que venham garantir vantagens para a sobrevivência da planta 

(SANTOS, 2004). 

Já em plantas suscetíveis, este comportamento metabólico não é observado nas 

variáveis alanina e malato (Figura 22), de forma que juntamente com a divergência 

entre estes perfis metabólico das classes, pode-se entender que as estratégias de defesas 

entre estas também são diferentes. 
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Figura 21- Gráficos apresentando médias das concentrações de metabólitos 

identificados por 
1
H RMN em diferentes fases do desenvolvimento do inseto em plantas 

resistentes. Médias seguidas por uma mesma letra não diferem entre si pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 
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Figura 22- Gráficos apresentando médias das concentrações de metabólitos 

identificados por 1H RMN em diferentes fases do desenvolvimento do inseto em 

plantas suscetíveis. Médias seguidas por uma mesma letra não diferem entre si pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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6 CONCLUSÕES 

 

a) O método de extração de metabólitos com água a partir de folhas frescas é o 

mais adequado para experimentos dessa natureza em função da sua praticidade e 

menor custo; 

b) O mio-inositol pode ser considerado um biomarcador eficaz na identificação de 

plantas resistentes e suscetíveis não infestadas mediante o uso de análise por 
1
H 

RMN; 

c) A concentração de sacarose é maior em plantas não infestadas independente do 

nível de resistência das plantas ao insetos; 

d) O metabólito X, não identificado, tem sua concentração aumentada com a 

infestação independente do nível de resistência da planta ao inseto; 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam que diferenças de 

natureza bioquímica entre cafeeiros resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro podem ser 

encontradas em plantas não infestadas - Fase T0 - pelos insetos. 

 

Embora diferenças de natureza bioquímica também tenham sido observadas em 

fases distintas do desenvolvimento do inseto em cafeeiros infestados a fase T0 deve ser 

priorizada em estudos posteriores em função da maior facilidade de trabalho, pois 

dispensa a infestação das plantas em insetário. 

 

Outros fatores que poderiam influenciar os resultados, como pequenas diferenças 

na área foliar utilizada nas extrações, seriam eliminados com a utilização de cafeeiros 

não infestados. 

 

O metabólito mio-inositol é o mais importante candidato a biomarcador, uma 

vez que está presente em plantas suscetíveis não infestadas em concentrações 

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

 

No entanto, sua verdadeira eficiência na seleção assistida de plantas resistentes 

precisa ser validada a partir de análises por ressonância magnética nuclear de prótons de 

progênies segregantes sem o conhecimento prévio do nível de resistência das plantas. 

 

Deve-se considerar também que além do método adotado de extração em água 

ser bastante trabalhoso, sua utilização implica em uma seleção prévia da natureza dos 

metabólitos passíveis de identificação. 

 

O uso de sondas de análise por ressonância magnética nuclear de prótons de 

materiais semisólidos, como as folhas de cafeeiros não infestados, dispensaria a fase de 

extração tornando o método menos trabalhoso e, especialmente, mais eficiente no que 

diz respeito ao espectro de metabólitos identificáveis, proporcionando maior robustez ao 

modelo proposto. 

Finalmente, a eficiência do método poderá ainda ser melhorada na sequência do 

trabalho, com o uso de progênies segregantes composta por maior número de plantas de 
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modo a se obter agrupamentos mais confiáveis nas análises multivariadas e também, 

com a utilização de experimentos mais longos, isto é, com maior número de ciclos, ou 

scans, nas análises por 
1
H RMN, garantindo mais precisão e segurança na identificação 

de maior número de metabólitos. 
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