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RESUMO 

 

O bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville) (Lepidoptera-Lyonetidae) é 

considerado a principal praga da cultura cafeeira no Brasil. As lagartas desse lepidóptero 

alimentam-se de células do tecido paliçádico podendo causando danos severos aos cafeeiros,  

queda prematura das folhas e por conseqüência reduzindo a capacidade fotossintética e a 

produção de frutos. A seleção de cultivares resistentes de Coffea arabica vem sendo realizada 

mediante transferência de genes de resistência presentes em C. racemosa em gerações 

avançadas do programa de melhoramento conduzido pelo IAC. Para tanto, plantas matrizes 

foram avaliadas quanto ao nível de resistência ao bicho-mineiro e posteriormente clonadas 

pela técnica de embriogênese somática indireta, e as progênies assim obtidas foram avaliadas a 

fim de se confirmar o grau de resistência. Parte dessas plantas foram conduzidas em quatro 

condições nutricionais distintas: presença de nitrogênio e potássio (+N+K), ausência de 

nitrogênio e presença de potássio (-N+K), presença de nitrogênio e ausência de potássio (+N-

K) e ausência de nitrogênio e potássio (-N-K). Após confirmação da redução dos teores 

foliares destes nutrientes, folhas foram coletadas para novo teste de resistência com infestação 

em laboratório e para análises bioquímicas de açúcares totais solúveis, proteínas totais 

solúveis, clorofila e aminoácidos totais e para análises de expressão gênica relativa para tanto, 

foi realizado data minning para seleção de genes já conhecidos e estudados em plantas 

modelos responsáveis pelo transporte e regulação de nitrogênio e potássio, desenho de primers 

específicos e posterior análise dos níveis de expressão desses genes através da técnica de PCR 

em Real Timer. Plantas resistentes com níveis reduzidos de nitrogênio e potássio mostraram 

comportamento de plantas suscetíveis, pois permitiram o desenvolvimento larval e formação 

de lesões. Estas mesmas plantas mostraram diferenças bioquímicas significativas nos teores de 

açúcares totais solúveis, proteínas totais solúveis e clorofila. Da mesma forma indicaram 

padrões diferenciados de expressão gênica relativa dos genes estudados. Verificou-se também 
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que somente a redução dos níveis foliares de nitrogênio e potássio foi capaz de ativar a 

expressão dos genes estudados. 

 

Palavras-chave: Leucoptera coffeella, cafeeiro, potássio, nitrogênio, expressão gênica, bicho- 

mineiro, resistência 
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ABSTRACT 

 

Coffee Leaf Miner, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville) (Lepidoptera-Lyonetidae) has 

been the most severe pest on coffee crop in Brazil. The caterpillars cause higher damages of 

coffee trees, because they feed of leaves’ palisade parenchyma. It causes early fall leaves, 

of decreasing the photosynthetic ability and fruit production. Resistant cultivar selections 

have been made for introgression of Coffea racemosa genes in advanced generations by the 

breeding program of Campinas Agronomic Institute. Therefore plants were evaluated in 

relation of their resistance level of coffee leaf miner and multiplied by direct somatic 

embryogenesis method. The plants were evaluated to confirm the resistance level. A set of 

those plants had been cropped in greenhouse environment in four different nutrition 

conditions: presence of nitrogen and potassium (+N+K), absence of nitrogen and presence 

of potassium (-N+K), presence of nitrogen and  potassium absence (+N-K) and absence of 

both nutrients (-N-K). After confirmation of the nitrogen and potassium decreased contents, 

leaves were collected for another infesting resistance test and for biochemistry analysis of 

total soluble sugars, total proteins, chlorophyll and amino acids, and also for relative 

genetic expression. Data minning was performed to select genes responsible for nitrogen 

and potassium transport, signalization and regulation. Gene sequences of model plants, 

already known and studied, and were used for comparison and confirmation of selected 

coffee sequences. Specific primers were designed for Real Time PCR analysis. Resistant 

plants showed a susceptible behaviour when cultivated without nitrogen and potassium. 

Likewise, they showed different patterns regarding to genetic expression in the studied 

genes, as well as biochemistry differences about sugars, proteins, chlorophyll and amino 

acid contents. 

 

Key words: Coffee tree, Leucoptera coffeella, nutrient transport, resistance, gene 

expression. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil, principal produtor e exportador mundial de café, têm nesta cultura um de seus 

principais alicerces econômicos. Estima-se que em todo o país existam cerca de 6,2 bilhões de 

cafeeiros, distribuídos em 2,3 milhões de hectares (CONAB, 2009). Estima-se que na safra de 

2008/2009 sejam produzidos o equivalente a cerca de 37,5 milhões de sacas beneficiadas, 

composta de  cerca de 74% de café arábica e 26% de café robusta. (CBP&D-CAFÉ, 2008).  

A produção está condicionada a diversos problemas de ordem fitossanitária, 

destacando-se dentre eles o bicho-mineiro das folhas do cafeeiro, Leucoptera coffeella 

(Guérin-Méneville) (Lepidoptera - Lyonetidae). 

Essa praga causa severos danos aos cafeeiros, pois alimenta-se do mesofilo foliar, 

reduzindo a área fotossintética,  provocando queda prematura das folhas e por conseqüência 

redução na produção (REIS e SOUZA, 1986,1998).  

 O controle químico tem sido o principal método de manejo para a redução de 

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

técnica tem gerado diversos problemas como a  seleção de populações resistentes (FRAGOSO 

et al., 2003),  além de acarretar maiores custos de produção (GUERREIRO-FILHO, 2006). 

 Cultivares de C. arabica resistentes ao bicho-mineiro vêm sendo selecionadas mediante 

transferência de genes presentes na espécie C. racemosa (MEDINA-FILHO et al., 1977a), 

sendo essa característica condicionada pela expressão de dois genes complementares e 

dominantes, denominados Lm1 Lm2 (GUERREIRO-FILHO et al., 1999). 

A seleção de plantas resistentes para o plantio desses ensaios tem sido feita a partir de 

testes precoces realizados com folhas destacadas de mudas de cafeeiros, sendo positiva e 

significativa a correlação entre os resultados assim obtidos em laboratório e aqueles 

mensurados em campo (GUERREIRO-FILHO et al., 1990). As avaliações são realizadas cerca 

de duas semanas após a postura dos ovos, sendo as folhas destacadas, mantidas sobre espuma 

plástica em câmaras úmidas. 

Plantas resistentes apresentam, quando infetadas, lesões pontuais ou filiformes e, por 

conseqüência reduzida área foliar danificada. No entanto, quando mantidas por longo período 

nas caixas de testes,adaptadas para funcionarem como câmaras úmidas, as folhas das plantas 

resistentes tornam-se amareladas e as lesões pontuais ou filiformes presentes em plantas 
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classificadas como resistentes evoluem em tamanho e estas plantas resistentes passam a 

apresentar lesões típicas de plantas suscetíveis. Como hipótese imagina-se que ocorra 

degradação ou possível interrupção na síntese compostos envolvidos na expressão da 

resistência ao bicho-mineiro. Estes compostos estariam então presentes em níveis tóxicos em 

plantas resistentes, mas sua concentração diminuiria com a senescência. 

A influência da nutrição e das condições fisiológicas das plantas na incidência de 

postura e no desenvolvimento das lagartas do bicho-mineiro são conhecidas. Os cafeeiros são 

especialmente exigentes em relação aos macronutrientes nitrogênio e potássio. Ambos podem 

conferir maior tolerância ou suscetibilidade ao inseto. O nitrogênio tem importância na 

atividade fotossintética, na síntese de aminoácidos e de proteínas e por consequência na 

sobrevivência de insetos. Inúmeras pesquisas o relacionam também ao teor de metabólitos 

secundários e sua relação com o ataque de pragas. Por outro lado, o potássio proporciona menor 

sobrevivência de insetos em função de seu papel na lignificação de tecidos e na síntese e transporte 

de carboidratos (CAIXETA et al., 2004). Os autores observaram em seus estudos que a redução no 

teor de lignina, amido e açúcares solúveis totais se correlacionam com o aumento de postura e 

desenvolvimento das lagartas de bicho-mineiro em plantas suscetíveis da cultivar Catuaí Vermelho de 

C. arabica. 

Em nossos estudos o papel do nitrogênio e potássio na expressão da resistência foi avaliado 

em plantas resistentes previamente selecionadas a partir da avaliação de progênies segregantes e 

cultivadas em solução nutritiva com concentração normal e ausência dos nutrientes.  

O avanço da biologia molecular e as técnicas para identificação de genes expressos 

indicam que os danos podem levar à ativação transcricional de vários genes relacionados com 

a resistência ao bicho-mineiro, especialmente em processos de stress biológicos, como genes 

relacionados ao transporte e sinalização de nutrientes. Dessa forma, paralelamente. foi avaliada a 

expressão molecular de genes envolvidos na resposta dos cafeeiros, cultivados em substrato irrigado 

com solução nutritiva com diferentes níveis dos macronutrientes nitrogênio e potássio, ao bicho-

mineiro.  

 Este trabalho teve como objetivo avaliar a influência de diferentes condições 

nutricionais envolvendo os macronutrientes nitrogênio e potássio, na expressão de resistência 

do cafeeiro ao bicho-mineiro mediante estudos de natureza bioquímica e molecular. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

A produção cafeeira está condicionada a diversos problemas de ordem fitossanitária, 

destacando-se o bicho-mineiro das folhas do cafeeiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville) 

(Lepidoptera - Lyonetidae). 

 O bicho-mineiro é a principal praga da cultura cafeeira, podendo causar prejuízos 

superiores a 50% na produção (THOMAZIELLO et al., 1979). O inseto foi constatado pela 

primeira vez no Brasil em 1851. Trata-se de praga monófaga, ou seja ataca somente o cafeeiro 

(REIS e SOUZA, 1986) e que possui esse nome por construir túneis ou galerias no interior das 

folhas, local onde alimenta-se apenas de células do parênquima paliçádico.  

 

2.1 Biologia do Inseto 

 

O inseto é um lepidóptero da família Buccolatricidae possuindo hábito crepuscular 

noturno (SPEER, 1949). As mariposas possuem cerca de 6,5 mm em envergadura com 

coloração geral prateada apresentando em cada ponta das asas anteriores uma mancha circular 

preta e halo amarelo (SOUZA et al., 1998).  

As lagartas vivem dentro das lesões que constroem entre as epidermes superior e 

inferior, formando galerias ou túneis com margens irregulares de coloração inicial amarelo-

pálido e posteriormente acastanhado (CARDENAS, 1981; KORONNOVA e DE LA VEGA, 

1985). Quando estão completamente desenvolvidas, as lagartas possuem cerca de 3,5 mm e o 

seu desenvolvimento  é classificado como holometabólico, passando pelas fases de ovo, 

lagarta, crisálida (pupa) e adulto (SOUZA et al.; 1998). A espécie possui dimorfismo sexual 

com relação sexual 1:1 (SPEER, 1949; PARRA, 1985).  
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2.1.1 Fase de ovo 

 

Os ovos de L. coffeella são depositados na parte superior das folhas, tendo um aspecto 

gelatinoso, dificilmente vistos a olho nu.  Segundo KATIVAR e FERRER (1968), a 

temperatura e a umidade relativa do ar influem consideravelmente na ovoposição das fêmeas. 

Em estudos conduzidos por PARRA (1985), ovos em maior número foram colocados por 

fêmeas mantidas a 27ºC e umidade relativa próxima à saturação. Em plantas de cultivares 

suscetíveis da espécie C. arabica, o período de duração da fase de ovos varia entre 4 e 6 dias, 

sendo que cerca de 85% dos ovos são viáveis (PARRA, 1985). Resultados semelhantes são 

observados em espécies resistentes como C. millotti, C hummilis, entre outras (GUERREIRO-

FILHO, 1994) 

 

2.1.2 Fase de lagarta 

 

  Após a eclosão as lagartas de L. coffeella migram para o interior das folhas pela porção 

basal do ovo que se encontra em contato com a epiderme da folha e alimentam-se do mesofilo 

foliar, onde constroem minas em seu interior, conferindo coloração marrom às áreas 

lesionadas. Elevadas temperaturas aliadas à alta umidade relativa encurtam a fase larval. 

Porém, em temperaturas ao redor de 20ºC a fase larval é de 16 a 26 dias (PARRA, 1985).  

 A viabilidade das lagartas varia com a espécie hospedeira e com a idade das folhas, 

sendo a sobrevivência menor em folhas jovens, principalmente devido a presença de 

substâncias do metabolismo secundário da planta que possuem função de proteção contra a 

herbivoria (BIGGER, 1969). Em C. arabica, hospedeiro natural do inseto, a mortalidade larval 

é sobretudo devida à fatores ambientais como chuva ou ao controle exercido por inimigos 

naturais. Em outras espécies de como C. stenophilla, C. racemosa e diversas outras espécies 

diplóides do gênero Coffea, a viabilidade das lagartas é muito baixa, assim como o dano 

causado às plantas (GUERREIRO-FILHO et al., 1996) 
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2.1.3 Fase de crisálidas 

 

Após o período larval, as lagartas transformam-se em crisálidas e deixam de se 

alimentar, abandonando a lesão, descendo por meio de um fio de seda por elas produzido, 

encasulando-se nas folhas do terço inferior (SOUZA et. al., 1998).  

Estudos em laboratório, realizados por PARRA (1985), em temperaturas variando entre 

20ºC a 35ºC evidenciaram grandes variações na fase pupal. Temperaturas mais altas reduziram 

a duração desta fase, com emergência de adultos em 14 dias a uma temperatura de 20ºC e 3,5 

dias para 35ºC. Nesta última, somente 25% dos insetos chegaram a fase adulta. Segundo o 

mesmo autor, a temperatura ideal encontra-se no intervalo de 27ºC a 30ºC. A fase de pupa é 

mais curta nas fêmeas do que nos machos (NOTLEY, 1948; KATIYAR e FERRER, 1968).   

Existe também forte influência por parte do hospedeiro na duração da fase de crisálida, 

assim como na porcentagem de insetos que emergem passando à fase adulta. A porcentagem 

de emergência é próxima a 40% em C. arabica, enquanto em C. tetrágona a porcentagem é 

inferior (GUERREIRO-FILHO, 2006). 

 

2.1.4 Fase adulta 

 

Após a fase de crisálida, que pode durar de 5 a 26 dias, emerge o adulto (SOUZA et al., 

1998). Em condições controladas de temperatura e umidade a longevidade dos insetos é de 

cerca de 14 dias e, em condições de campo, cerca de 5 dias. (PARRA, 1985). A alimentação 

com sacarose 10% alonga a duração da fase adulta (NANTES e PARRA, 1978). Embora o 

dano ao cafeeiro seja causado pelas lagartas, o conhecimento da fase adulta permite maior 

eficácia no uso de diferentes  métodos para o controle de populações da praga. Algumas 

características como fecundidade feminina, preferência por certos hospedeiros e 

suscetibilidade a compostos químicos são fundamentais nesse estágio de vida do inseto 

(GUERREIRO-FILHO, 2006). Os insetos preferem ovopositar em folhas verdes escuras à 

amareladas (MATTOS, 2001).  
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2.1.5 Capacidade e preferência  de postura 

 

 Entre os diversos fatores que podem influenciar a capacidade de postura das fêmeas, 

destaca-se a alimentação. No campo, os adultos do bicho-mineiro-do-cafeeiro alimentam de 

honey dew, solução açucarada excretada por afídeos após a sucção de plantas (SPEER, 1949; 

CROWE, 1964). Já em condições de laboratório, NANTES e PARRA (1978), verificaram 

entre os diversos açúcares avaliados, que a solução de sacarose a 10% foi mais efetiva para o 

aumento do número e viabilidade dos ovos.  

Os efeitos da temperatura na capacidade de postura das fêmeas são também 

importantes, sobretudo quando associados ao alimento ingerido. De acordo com PARRA 

(1975), fêmeas alimentadas com solução de sacarose 10% em insetário mantido a 27ºC 

colocaram 2,1 vezes mais ovos do que aquelas não alimentadas. Em temperaturas mais 

elevadas, de 30ºC, observou-se o inverso, provavelmente devido à cristalização do açúcar 

tornando-se indisponível.  

 O número de ovos colocados por fêmea é bastante variável, sendo que em folhas de 

cafeeiros suscetíveis foi em média de 75 ovos em 13,4 dias (NOTLEY, 1948),  acompanhado 

de um pico de ovoposição  no quarto dia após a emergência. Embora haja discordância entre os 

autores em relação ao dia em que ocorre a maior postura, o número de ovos por fêmea pode ser 

superior a 130 (KATIVAR e FERRER, 1968; PARRA, 1975). 

 Alguns genótipos são mais preferidos para ovoposição em detrimento a outros e folhas 

mais escuras de espécies e híbridos de Coffea sp. são mais utilizadas para ovoposição. A 

frequência de ovoposição é também superior em folhas da cultivar Obatã (IAC 1669-20), 

quando comparada com a cultivar Catuaí Vermelho (IAC 81), ambas de C. arabica (MATOS, 

2001) 

 

2.1.6 Consumo larval e número de gerações 

  

 Nas regiões produtoras de café do Brasil, geralmente o inseto apresenta de 8 a 12 

gerações por ano (GALLO et al., 2002).  NANTES e PARRA (1977), avaliando a biologia e 
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danos de L. coffeella em três variedades distintas de café relatou o consumo larval como sendo 

de 1,15, 1,36, e 1,0 cm2 em ´Catuaí´, ´Mundo Novo´ e ´Icatu´, respectivamente. De acordo 

com resultados semelhante, porém obtidos por CONCEIÇÃO (2005), a superfície média 

lesionada por uma lagarta é de 1,1 cm2 em folhas da cultivar Obatã (IAC 1669-20) e 1,2 cm2 

em folhas de Ouro Verde Amarelo (IAC 4397). 

 

2.2 Controle do inseto 

 

A grande dificuldade de controle do bicho-mineiro é a determinação do nível de dano 

econômico, sendo que, na maioria das vezes, o controle é feito preventivamente, através de 

inseticidas granulados sistêmicos na época chuvosa ou através de pulverizações com 

inseticidas fosforados ou piretróides na época seca (REIS e SOUZA, 1986). Com o uso 

indiscriminado de produtos químicos, aliado ao desconhecimento dos aspectos da entomofauna 

cafeeira gerou-se uma série de problemas entomológicos (PARRA, 1985) e desequilíbrio ao 

agrossistema favorecendo o ataque de ácaros e outras pragas (REIS e SOUZA, 1986).  

Como conseqüência, o bicho-mineiro (L. coffeella), que era um problema somente nos 

períodos secos do ano, passou também a ocorrer no período chuvoso (PARRA, 1975), 

causando consideráveis prejuízos (ALMEIDA, 1973, PAULINI et al., 1975). Outros insetos, 

antes consideradas pragas esporádicas que eram mantidas em níveis equilibrados pelos seus 

inimigos naturais, passaram a acorrer de forma sistemática nos Estados de Minas Gerais, São 

Paulo, Espírito Santo e Paraná (D´ANTONIO e PARRA, 1975; PAULINI et al., 1975; 

VILLACORTA e PIZZAMIGLIO, 1980). Das recomendações iniciais, de BHC 

(Hexaclorociclo-hexano) para controle de adultos e panation etílico para lagartas e os 

sistêmicos de jato dirigidos como thiamethoxan, aplicados ao tronco da planta, houve grande 

evolução em relação aos produtos químicos usados para o controle de infestações. 

 

 

2.3 Danos à planta 

 

Como danos diretos, estão as necroses na superfície das folhas, causando uma 

considerável redução da atividade fotossintética (CIBES e PÉREZ, 1957; WALKER e 



 

17 
 

QUINTANA, 1969; MAGALHÃES, 1964). NEVES (2004) verificou taxas de 87%, 55% e 

18% de atividade fotossintética em folhas com 0-25%, 26-36% e 37-100% de área foliar 

lesionada, respectivamente. As lesões promoveram também redução no fluxo de água, de 

minerais e de compostos orgânicos (KORONOVA et al., 1985).  

A perda de área foliar até o mês de julho impede a formação de brotos florais nos 

meses de setembro a outubro, prejudicando a formação de frutos assim como, uma desfolha 

entre os meses de agosto e outubro (SOUZA, et. al., 1998).  

A maior incidência de ataque é em folhas do terceiro e quarto internódios das plantas 

(NANTES E PARRA, 1977), o que acentua os prejuízos causados pela praga, pois a atividade 

fotossintética é superior nos referidos internódios (KUMAR, 1976). 

A queda das folhas minadas é mais acentuada no terço superior da copa e as perdas de 

produção têm relação direta com a intensidade de ataque e o período que ocorrem (SOUZA et 

al., 1998). 

As perdas na produção atingem valores de 30 a 80% devido à ocorrência de 

senescência precoce das folhas antes que a planta passe pela renovação das mesmas 

(THOMAZIELLO, 1987; MATIELLO, 1991; SOUZA e REIS, 1992; REIS e SOUZA, 1996). 

Tal senescência é provocada pelo aumento dos níveis de etileno (SOUZA et al., 1998) 

principalmente em lesões próximas ao pecíolo (NOTLEY, 1948; CIBES e PEREZ, 1957). 

Como danos indiretos, destaca-se o enfraquecimento das plantas, como descrito por 

KORONNOVA e DE LA VEGA (1985), que verificaram que perda de 61% das folhas causa 

70% de redução da matéria seca no caule, 60% nas raízes e 50% na atividade fotossintética. A 

longevidade das lavouras foi reduzida pelo fato das plantas aumentarem sua demanda 

energética para restabelecer a parte aérea danificada (SOUZA et al., 1998). 

O efeito da deficiência hídrica no desenvolvimento larval ainda não foi completamente 

elucidado mas, sabe-se que plantas expostas ao déficit hídrico são mais danificadas e as lesões 

são maiores (AVILES et al., 1983; FANTON, 1991).  

 

2.4 Resistência do cafeeiro ao bicho-mineiro e introgressão de genes de C. racemosa 

 

O uso de cultivares resistentes pode oferecer inúmeras vantagens podendo ser 

associado com outros métodos de manejo de pragas (GUERREIRO-FILHO, 1994).  
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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.  É possível que haja na expressão da resistência ao inseto, 

alguns genes modificadores sugeridos por MEDINA-FILHO et al. (1977b) haja visto a 

freqüente incidência de desvios nas análises de segregação de progênies obtidas por 

autofecundação ou retrocruzamentos de plantas resistentes com cultivares suscetíveis ao 

inseto. 

 Existem, segundo DAVIS (2006),  entre 103 espécies do gênero Coffea. Dessas, 25 

espécies já foram avaliadas e selecionadas quanto a resistência ao inseto, sendo a grande 

maioria consideradas resistentes (Tabela 1).   

 

Tabela 1. Cafeeiros dos gêneros Coffea e Psilanthus e seus níveis de resistência. Adaptado de 

MATOS (2001). 

Espécie 
Nível de 

resistência 
Referências bibliográficas 

     C. arabica 

     C. canephora 

     C. congensis 

     C. kapakata 

     C. eugenioides 

     C. stenophylla 

 

     C. salvatrix 

     C. racemosa 

     C. liberica var. dewevrei 

     C. liberica var liberica 

     C. brevipes 

     C. sessiliflora 

     C. sp ´Moloundou´ 

     C. humilis 

     C. jasminoides 

S 

MS 

MS 

MR 

MR 

R 

 

R 

MR 

MR 

R 

R 

MS 

R 

MR 

R 

MEDINA-FILHO et al. (1977a) 

MEDINA-FILHO et al. (1977a) 

MEDINA-FILHO et al. (1977a) 

MEDINA-FILHO et al. (1977a) 

MEDINA-FILHO et al. (1977a) 

SEIN (1942); CARDENAS (1981); MEDINA-
FILHO et al. (1977a) 

MEDINA-FILHO et al. (1977a) 

MEDINA-FILHO et al. (1977b) 

SPEER (1949); MEDINA-FILHO et al. (1977a) 

MEDINA-FILHO et al. (1977a) 

GUERREIRO-FILHO et al. (1991, 1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 



 

19 
 

     P. travancorensis 

 

     C. perrieri 

     C. tetragona 

     C. tsirananae 

     C. resinosa 

     C. millotii 

     C. bertrandii 

     C. dolichophylla 

     C. farafaganensis 

     C. bonnieri 

     C. vatovavyensis 

 

MS 

 

MS 

MR 

MR 

MR 

MR 

MR 

MR 

R 

MR 

MS 

MEDINA-FILHO et al. (1977b); GUERREIRO-
FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

GUERREIRO-FILHO (1994) 

R: resistente, MR: moderadamente resistente, MS: moderadamente suscetível, S: suscetível. 

  

No programa de melhoramento desenvolvido pelo IAC, a espécie C. racemosa foi 

escolhida como fonte de resistência (GUERREIRO-FILHO et al., 1990), pois além da 

resistência ao inseto (MEDINA-FILHO et al., 1977b), a espécie confere também tolerância à 

seca e apresenta maturação precoce dos frutos (COSTE, 1954; LEVY et al., 1989), 

características de grande interesse agronômico. A espécie apresenta intenso florescimento e 

elevado potencial produtivo, cruzando-se com relativa facilidade com C. arabica, espécie 

alotetraplóide com 44 cromossomos (MAGLIO, 2006). Os cafeeiros IAC 1195-5-6-1 e IAC 

1195-5-6-2 possuem 45 e 44 cromossomos, respectivamente e possuem grande semelhança ao 

cultivar Bourbon Vermelho de Coffea arabica. São resistentes ao bicho-mineiro e foram 

selecionados como parentais doadores nos primeiros cruzamentos dirigidos com cultivares de 

C. arabica resistentes à ferrugem do cafeeiro (MATOS, 2001).  

Atualmente, uma população de plantas pertencentes à sexta geração de 

retrocruzamentos (RC6) vem sendo avaliada em ensaios de campo a partir de seleção precoce. 

Progênies de plantas selecionadas nestes ensaios foram usadas no presente trabalho. 
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2.5 Aspectos fisiológicos, nutricionais do cafeeiro  na resistência ao bicho-mineiro 

 

O cafeeiro apresenta grande demanda por nutrientes, em especial nitrogênio (N) e 

potássio (K) e conforme verificado em outras culturas, teores foliares de nitrogênio e potássio 

podem conferir tolerância, como suscetibilidade ao inseto (CAIXETA et al., 2004).  

O nitrogênio possui importância para a síntese de aminoácidos e proteínas assim como 

para o crescimento vegetativo, retardando a maturação de frutos e a lignificação dos tecidos. 

Quantidades elevadas de N também aumentam os teores de aminoácidos e proteínas nas 

folhas, enquanto que uma correta adubação potássica eleva tal lignificação dos tecidos. 

A disponibilidade de nutrientes minerais para as plantas modifica sua composição 

química, influenciando os teores e proporções dos nutrientes (proteínas, carboidratos, 

minerais) para os insetos. O nitrogênio é o nutriente que mais alterações causa na composição 

química da planta, sendo que em altos níveis de nitrogênio, os teores de proteínas e 

aminoácidos solúveis na folha tendem a aumentar e o teores de açúcares diminuem, além de 

retardar a maturação dos tecidos e diminuir sua lignificação (TAIZ e ZEIGER, 2004; 

MARSCHNER, 1995).  

O potássio, em contrapartida, parece aumentar a lignificação dos tecidos, tornando as 

plantas mais resistentes aos insetos (PERRENOUD, 1990). Portanto, sugere-se que a 

densidade populacional do bicho-mineiro esteja relacionada ao estado fisiológico da planta 

(NESTEL et al., 1994). Quando as plantas sofrem algum estresse como, por exemplo, 

deficiência nutricional, a eficiência das vias bioquímicas de síntese de compostos estruturais 

diminui, causando o acúmulo de aminoácidos e açúcares livres nos tecidos (PHELAN et 

al.,1996).   

Em geral, o nitrogênio aumenta e o potássio reduz a incidência de pragas nas 

culturas (MARSCHNER, 1995). Porém, existem estudos demonstrando que a fertilização 

potássica elevada e a nitrogenada reduz o ataque de pragas (WARING et al.,1992).  

Quando diferenças em níveis nutricionais ocorrem, as plantas respondem através de 

modificações em sua fisiologia e morfologia (HODGE, 2004). A raíz é usualmente o local 

primário da percepção de deficiências nutricionais, a partir desse estádio o metabolismo se 

reorganiza para iniciar o consumo das reservas de nutrientes e estas reduzidas a níveis 
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críticos, um efeito dominante apresentado nas células vegetais são as alterações ocorridas 

no potencial de membranas.  

No caso da deficiência potássica, as células ficam hiperpolarizadas (SPALDING et al., 

1999) e de nitrogênio as células sofrem despolarização. Além das mudanças em nível celular, 

várias alterações metabólicas a nível transcricional podem ser detectadas. Segundo WANG et 

al. (2000) estas mudanças podem ser verificadas em cerca de uma hora ou menos após indução 

de deficiência em algumas espécies vegetais. 

Em relação à sinalização da deficiência adquirida, alguns genes responsáveis pelo 

transporte de nutrientes já são conhecidos tais como os envolvidos no transporte e sinalização 

do nitrogênio como NRT2.1(high-affinity nitrate transporter) (SAGI e FLUHR, 2001) e PII 

(plant nitrogen regulatory) (HSICH et al., 1998), e como sinalizadores e transportadores de 

potássio podemos citar KEA5 (K+ efflux antiporter 5) e HAK5 (high-affinity potassium 

transporter) (SCHEIBLE et al., 2004). 

Muitos compostos nitrogenados são conhecidos na literatura por atuarem efetivamente  

na interação entre hospedeiro e praga, destacando-se os alcalóides, que constituem  uma 

grande família com cerca de 15000 substâncias, encontrados em aproximadamente 20% das 

plantas vasculares. Entre eles podemos citar a cafeína, nicotina, atropina, entre outras. 

Acredita-se que a maior parte deles funcione como defesa contra predadores (TAIZ e 

ZEIGER, 2004).  

Os alcalóides atuam como protetores ao ataque de insetos. Em C. arabica os extratos 

foliares além de serem completamente desprovidos de proteção mecânica, são altamente 

nutritivos para muitos insetos fitófagos. Entretanto, estudos conduzidos por GUERREIRO-

FILHO e MAZZAFERA (2000), indicaram que a cafeína, alcalóide abundante nas folhas do 

cafeeiro, não possui nenhuma relação com os mecanismos de resistência ao inseto, seus teores 

não apresentaram diferenças expressivas em folhas de plantas suscetíveis e resistentes. 

Outra categoria de compostos, os fenólicos, também desempenham grande papel na 

defesa contra herbivoria (TAIZ e ZEIGER, 2004). Porém estudos realizados por RAMIRO 

(2003) referentes à dosagem e atividade das enzimas polifenoloxidade (PPO), peroxidade (PO) 

e do ácido clorogênico, não revelaram diferenças significativas entre plantas suscetíveis e 

resistentes ao bicho-mineiro. Segundo o mesmo autor, inclusive a anatomia das folhas em nada 

relaciona-se aos mecanismos de defesa ao inseto, uma vez que, ao estudar aspectos 
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histológicos, tais como espessura e estrutura do parênquima paliçádico  em folhas de plantas 

suscetíveis e resistentes, diferenças expressivas não foram verificadas. 

O parênquima paliçádico representa cerca de dois quintos do mesofilo foliar da espécie 

C. racemosa (RAMIRO, 2003), resistente ao inseto e aproximadamente um quinto do 

mesofilo foliar de C. arabica (DEDDECA, 1957), espécie suscetível à praga. No entanto, 

quanto são comparadas plantas resistentes e suscetíveis de uma mesma progênie de gerações 

avançadas do programa de melhoramento desenvolvido pelo IAC, não existem diferenças 

significativas entre as plantas. Por isso, o autor, sugere que as características anatômicas 

avaliadas não devem estar relacionadas com o mecanismo de resistência a L. coffeella. As 

diferenças entre as espécies C. arabica e C. racemosa têm uma importante componente 

genética, e devem ser consideradas, segundo RAMIRO  (2003), como características das 

espécies parentais. 

Estudos com vários níveis de fertilização nitrogenada e, ou potássica vêem indicando 

que o nitrogênio aumenta e o potássio diminui o ataque de pragas (PERRENOUD, 1990; 

WARING e COBB, 1992). Plantas de tomate com altos teores foliares de nitrogênio foram 

preferivelmente mais atacados por Leptinotarsa decemlineata Say 

(Coleoptera:Chrysomelidae) e por Aculops lycopersici Massee (Acari: Eriophyidae) (HUNT, 

1994; MOREIRA et al., 1999).  

Similarmente, OUDHIA et al. (1998) obtiveram em arroz, correlação positiva entre 

a adubação nitrogenada e o ataque de Orseolia oryzae Wood-Mason. SINGH et al. (1995) 

constataram que o acréscimo na disponibilidade de nitrogênio induz a um maior ataque de 

Lipaphis erysmi Kalt. (Hemiptera:Aphididae) em Brassica juncea, e que a adubação com 

potássio e nitrogênio reduz, significativamente, o ataque desta praga.  

 

 

2.6 Sinalização e indução a mecanismos de defesa nas plantas 

 

Os mecanismos de defesa vegetal frente à herbivoria podem ser classificados em três 

distintas formas: defesa direta, indireta ou tolerância (KARBAN e BALDWIN, 1997). 

A defesa direta é aquela caracterizada por características inerentes à própria planta ou 

seja, presença de tricomas, sílica, metabólitos primários e secundários (DUFFEY e STOUT, 
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1996) assim como, inibidores de proteases (proteínas antidigestivas) e enzimas que possuem 

ativação no momento do ferimento na plantas. Todos esses fatores  comprometem a 

capacidade de digestibilidade do inseto (KOIWA et al., 1997, TAMAYO et al., 2000).  

Em muitas plantas o mecanismo de defesa à herbivoria é também atribuído a ação de 

certos hormônios, sendo os mais comuns jasmonatos, salicilatos e etileno (KAHL et al.,2000), 

entre estes a sinalização para a síntese de jasmonato parece ser a rota central do processo, bem 

como a associação com outras substâncias, como alguns aminoácidos, tais como isoleucina 

(JA-Ile) (KANG et al., 2006), valina (JA-Val) e também leucina (JA-Leu) (WANG et al., 

2007). Estes mesmos autores sugerem que o decréscimo de JA-Val e JA-Leu podem diminuir 

os níveis de resistência de algumas espécies frente à herbivoria. A defesa indireta pode ser 

relacionada ao mecanismo de antibiose proposto por PAINTER (1951), ou seja, trata-se de 

mecanismos de resistência que interferem diretamente no mecanismo do inseto. Na 

classificação triangular de PAINTER (1951) ela equilibraria à não-preferência, ou antixenose, 

como preconizado por KOGAN (1978). Trata-se de mecanismo de defesa relacionado ao 

comportamento do inseto em relação à alimentação, postura ou abrigo. 

São considerados mecanismos indiretos de defesa aqueles que indiretamente 

prejudicam o herbívoro, como por exemplo, compostos voláteis que atraem inimigos naturais 

dos herbívoros, controlando a sua população (KARBAN e BALDWIN, 1997).  

A tolerância pode ser definida pelo não comprometimento da planta em um estado 

geral frente ao dano causado pelo ataque de um inseto, tais como características morfológicas, 

reserva de fotoassimilados aliado à respostas fisiológicas (STOWE et al., 2000). 

Segundo PAINTER (1951), as plantas são capazes de lançar mão de mecanismos 

alternativos e superar, em termos produtivos, por exemplo, às suscetíveis. 

 

 

2.7 Emprego da biologia molecular 

 

A expressão de RGAs (genes análogos de resistência) em plantas resistentes e 

suscetíveis a partir de cruzamentos entre C. arabica e C. racemosa avaliados em testes de 

infestação, por metodologia de RT-PCR, indicaram que genes do tipo RGA não são 

diretamente responsáveis pela resistência do cafeeiro ao bicho-mineiro (MALUF e 
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GUERREIRO-FILHO, 2005).  PINTO et al.(2007) avaliaram os padrões de segregação de 

locos SSR a partir da bancos ESTs do genoma do café, porém não foram detectadas diferenças 

polimórficas significativas em plantas resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro. 

No entanto, análises nos padrões de segregação de locus SSR a partir de bancos ESTs 

do genoma do café, ainda em desenvolvimento, parecem ser promissores, quanto a possíveis 

alelos que co-segregam características de resistência na resposta ao ataque pelo bicho-mineiro 

(MALUF e GUERREIRO-FILHO, 2005). 

A tecnologia de macro e microarranjos de DNA, utilizadas para o monitoramento da 

expressão gênica (BERSALOBRES, 2004) e as novas técnicas para a identificação de genes 

expressos diferencialmente têm levado a percepção de que os danos e lesões causadas por 

herbívoros conduzem à ativação transcricional de centenas de genes. Em Nitotiana attenuata, 

manifestações diferentes e microarranjos especializados foram utilizados para identificar uma 

série de genes que respondem à herbivoria por Manduca sexta. Pelo menos 73 genes 

reguladores diferentes foram identificados, incluindo genes envolvidos diretamente na defesa, 

sinalização de defesa ou produção de compostos de defesa (HERMSNEIER et al., 2001).  

CHEONG et. al (2002) observaram que em Arabidopsis, aproximadamente 8% dos 

genes transcritos são regulados pela ocorrência de ferimentos. Muitos dos genes induzidos não 

têm qualquer função óbvia defensiva e alguns dos genes são reprimidos pela ocorrência de 

ferimentos, sugerindo que a planta não está apenas ativando defesas, mas também 

parcialmente reorganizando seu metabolismo para lidar com o estresse. Desta forma, muitas 

das mudanças transcricionais observadas refletem a um ajuste do metabolismo, transdução de 

sinal e outros processos celulares.  

Sequências anônimas de clones de cDNA (ESTs) têm se tornado um meio rápido e 

efetivo de obtenção de informação sobre a expressão de genes e a capacidade de codificação 

em plantas, em particular para espécies que ainda não possuem seu genoma totalmente 

seqüenciado, como por exemplo o cafeeiro. Esta abordagem tem sido aplicada com sucesso 

para identificar genes expressos em tecidos especializados e órgãos, e para ajudar na 

identificação dos genes envolvidos em processos especializados, tais como síntese de 

monoterpeno e fenilpropeno em tricomas glandulares (LANGE et al., 2000; GANG et al., 

2001), fragrância em rosas (GUTERMAN et al., 2002) e formação de nódulos de fixação de 

nitrogênio (GYÖRYEY et al., 2000; POULSEN e PODENPHANT, 2002).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Criação de insetos em laboratório 

 

 Uma criação de L. coffeella foi mantida em laboratório para a avaliação do nível 

de resistência dos cafeeiros durante a condução dos experimentos. A metodologia de criação 

adotada seguiu os critérios descritos por KATYAR e FERRER (1968), com  adaptações 

propostas por PARRA (1985). Foram utilizadas gaiolas de 60 x 60 x 60 cm, semelhantes às 

descritas por KATYAR e FERRER (1968), constituídas por uma armação e fundo de madeira, 

sendo as paredes laterais e a parede superior revestidas por tecido denominado “voil”, 

permitindo circulação do ar em seu interior. 

 As gaiolas foram mantidas em laboratório com temperatura de 27ºC +/- 3ºC, umidade 

relativa de 70% +/- 10% e fotoperíodo de 14 horas, condições que permitem maior obtenção de 

insetos em ciclos mais curtos (PARRA, 1985). Os adultos foram alimentados com solução de 

sacarose a 10% (NANTES e PARRA, 1978), fornecida em papéis filtro umedecidos e 

mantidos na superfície superior da gaiola. 

 Mudas de cafeeiros suscetíveis de C. arabica cultivar Obatã IAC 1169-20 foram 

utilizadas para a multiplicação dos insetos, sendo que o número de mudas nas gaiolas foi 

determinado em função do estágio de desenvolvimento das plantas e da densidade 

populacional dos insetos nas mesmas. Como as posturas são realizadas nas folhas 

preferencialmente à noite, as mudas foram substituídas diariamente mantidas nas mesmas 

condições de criação.  Após quinze a vinte dias da infestação, folhas contendo grande número 

de crisálidas foram destacadas das plantas e introduzidas nas gaiolas, para emergência dos 

adultos, iniciando-se assim novo ciclo do inseto. 

 

3.2 Seleção e clonagem das plantas matrizes 

  

Plantas suscetíveis e resistentes foram selecionadas para o estudo em um ensaio de 

progênie, EP 473, instalado no Centro Experimental de Campinas do IAC. As matrizes foram 

selecionadas em função do nível de resistência apresentado. Para tanto, folhas destacadas dos 
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cafeeiros H14954-46 e Catuaí Vermelho IAC 99 (Figura 1) foram infestadas em gaiolas de 

testes seguindo método proposto por GUERREIRO-FILHO (1994) e avaliados de acordo com 

escala adotada por RAMIRO (2003), que consiste na atribuição de 1 a 4 pontos em função do 

tipo de reação das lesões (Tabela 2). 
 

 

Figura 1. Genealogia das progênies empregadas neste estudo. 

 

Clones das matrizes H14954-46 e Catuaí Vermelho (IAC 99) foram obtidos a partir de 

explantes foliares submetidos à embriogênese somática indireta segundo método proposto por 

SONDHAL e SHARP (1977). O método consiste basicamente de duas fases, a primeira é 

chamada de calogênese ou indução de calos e a segunda por embriogênese, onde ocorre a 

formação dos embriões somáticos.  
 

Tabela 2. Classificação das plantas quanto ao nível de resistência ao inseto determinado pelo 

tipo de reação das lesões (RAMIRO, 2003) 
 

Tipo de reação Descrição Classificação 

 

1 

 

Lesões pontuais 

 

Resistentes 

2 Lesões filiformes pequenas Moderadamente resistente 

3 Lesões grandes e irregulares Moderadamente suscetível 

4 Lesões grandes e arredondadas Suscetível 
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3.3 Avaliação do nível de resistência das progênies clonais. 
 

 Após o processo de embriogênese somática indireta, avaliou-se a resistência das 

plantas obtidas. Os cafeeiros clonais das matrizes H14954-46 e a Catuaí Vermelho IAC 99 

foram classificados quanto à resistência através do mesmo critério preconizado por RAMIRO 

(2003), descrito no item 3.2, sendo clones da cultivar Catuaí Vermelho IAC 99 usados como 

controle de suscetibilidade ao inseto. Para tanto, folhas foram destacadas de cada uma das 

plantas jovens e infestadas nas gaiolas de criação, onde permaneceram uma noite. Após este 

período elas foram transferidas e mantidas em câmaras úmidas por cerca de quinze dias, tempo 

suficiente para o aparecimento e avaliação das lesões foliares.  
 

3.4 Cultivo de cafeeiros resistentes e suscetíveis em substrato irrigado com solução 

completa de nutrientes 
 

As progênies clonais obtidas por embriogênese somática indireta das plantas 

matrizes resistentes (H14954-46) e suscetíveis (Catuaí Vermelho) foram transferidas para 

casa de vegetação nas dependências do Centro de Café “Alcides Carvalho” do IAC, 

totalizando 12 plantas de cada genótipo. Estes foram transplantados para vasos de 20 cm de 

altura e 9 cm de diâmetro contendo 0,12 cm3 de areia lavada (Figura 2) . 

Diariamente as plantas foram irrigadas com 25mL de solução nutritiva completa 

(+N+K) segundo proposto por MARTINEZ (1999), a composição das soluções empregadas 

nesta fase experimental é detalhada na tabela 3. 
 

 

Figura 2. Aspecto das plantas durante condução dos ensaios em casa de vegetação nos 

diferentes tratamentos aplicados.  
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Tabela 3: Concentração em  em mmol L-1 das soluções estoques utilizadas no preparo das 

soluções nutritivas completa (+N+K) e com níveis variáveis de nitrogênio e potássio usadas 

no cultivo de cafeeitos resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro. 

 

Solução estoque 
Soluções nutritivas de cultivo 

+N+K -N+K +N-K  -N-K 
 

Ca(NO3)2.H20  

 

5 

 

0 

 

5 0 

KNO3 5 0 0 0 

MgSO4.7H2O 2 2 2 2 

KH2PO4 1 0 0 0 

Ca(H2PO4)2.H20 0 10 10 10 

K2SO4 0 5 0 0 

CaSO4.H20 0 20 0 0 

Micronutrientes 1 1 1 1 

Ferro - EDTA 1 1 1 1 
 

 

3.5 Avaliação do estado nutricional das plantas  

 

Três meses após o transplante para os vasos e cultivo em areia com irrigação diária 

de solução nutritiva completa (+N+K), avaliou-se o estado nutricional dos clones 

resistentes (H 14954-46) e suscetível Catuaí Vermelho, através de análise foliar, com 

atenção especificamente voltada para os macronutrientes nitrogênio e potássio. 

Para a determinação dos níveis foliares de nitrogênio empregou-se o método de 

digestão sulfúrica para obtenção dos extratos, sendo a quantificação realizada pelo método 

semi-micro-Kjedahl (MALAVOLTA et al., 1989).No que concerne as dos teores potássio, 

a extração foi realizada pelo método da digestão nitro-perclórica, sendo a quantificação 

determinada por fotometria da chama de emissão (MALAVOLTA et al., 1989).  
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3.6 Redução dos níveis nutricionais dos macronutrientes nitrogênio e potássio nos 

clones  

 

Após análise foliar realizada 3 meses após o transplante para substrato de areia e 

irrigação com níveis distintos de nutrição, sendo os clones divididos em quatro grupos 

distintos: a) presença de nitrogênio e potássio (+N+K) ; b) ausência de nitrogênio e 

presença de potássio (-N+K); c) ausência de nitrogênio e presença de potássio (-N+K) e d) 

ausência de nitrogênio e de potássio (-N-K). As soluções nutritivas empregadas na irrigação 

das plantas bem como, suas concentrações encontram-se descritos na tabela 3. 

As plantas foram irrigadas diariamente durante 120 dias com 25mL de solução 

nutritiva de acordo com cada tratamento, sendo a) +N+K, b) –N+K, c) +N-K e d) –N-K e 

dispostas em caixas plásticas contendo três clones de cada planta matriz.  

 

3.7  Avaliação do estado nutricional das plantas após redução dos níveis nutricionais 

 

Quatro meses após o início das irrigações dos clones resistente H14954-46 e 

suscetível Catuaí Vermelho IAC 99 com solução nutritiva em níveis variados dos 

macronutrientes nitrogênio e potássio, realizou-se nova análise foliar. Novamente, cerca de 

5 folhas de cada clone foram destacadas e agrupadas em 8 amostras caracterizadas pelo 

nível de resistência e da solução nutritiva usada no cultivo (+N+K, -N+K, +N-K, -N-K). As 

técnicas de extração e determinação dos teores foliares de nitrogênio e potássio foram as 

mesmas descritas no item 3.5. 

 

3.8 Avaliação do nível de resistência das plantas após redução dos níveis nutricionais 

 

 A resistência dos clones foi novamente avaliada após quatro meses de cultivo em 

areia e irrigação diária com as diferentes soluções nutritivas com variações nas 

concentrações de nitrogênio e potássio (Tabela 3). 

 A avaliação foi realizada com apenas uma planta por tratamento em função da 

necessidade de uso das plantas para as análises bioquímicas e moleculares. Para tanto, as 
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mudas foram introduzidas nas gaiolas de testes durante a noite e, em seguida, mantidas no 

laboratório de criação de insetos até avaliação. 

 

3.9 Análises químicas de folhas de clones resistentes e suscetíveis após redução dos 

níveis nutricionais 

  

Com o propósito de analisar possíveis diferenças bioquímicas especialmente em 

compostos relacionados ao metabolismo de nitrogênio e potássio, folhas do clone H14954-

46 e Catuaí Vermelho IAC 99 cultivados em níveis variados de nitrogênio e potássio foram 

coletadas e tiveram seus teores de açúcares totais, proteínas solúveis, clorofila, aminoácidos 

e triptofano analisados. A metodologia utilizada na análise de cada um desses compostos é 

descrita em sequência. 

O modelo experimental adotado nas análises dos teores de proteínas solúveis, 

açúcares totais solúveis e aminoácidos foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial.  

 

Yijk = µ + αi  + βj + αβ(ij) + eijk ; sendo:  

 

Yijk= efeito do iésimo nível do fator clone (α), do jésimo nível do fator nível nutricional 

(β), na késima repetição 

µ = média do experimento 

αi = iésimo nível do fator clone (α) 

βj  = jésimo nível do fator nível nutricional (β) 

αβ(ij) = efeito da interação entre o iésimo nível do fator clone (α) e o jésimo nível do 

fator nível nutricional (β) 

eijk = efeito do erro na unidade experimental envolvendo o iésimo nível do fator clone 

(α) e o jésimo nível do fator nível nutricional (β). 

  

Os resultados foram submetidos à análise de variância, sendo as médias dos tratamentos 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os cálculos foram realizados com 

o auxílio do aplicativo estatístico Assistat. 
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3.9.1 Proteínas totais solúveis. 

 

A extração e a quantificação dos teores de proteínas seguiram a metodologia de 

MAZZAFERA e ROBINBSON (2000). As amostras foram compostas por uma folha 

adulta de cada uma das plantas constituindo-se oito tratamentos, como descrito no item 3.6. 

Para a extração cerca de 1g de material vegetal fresco foi macerado em 5mL de tampão 

fosfato de potássio 0,1M em pH 6,7 juntamente com 2% de ácido ascórbico e 20% de 

PVPP (Polivinilpolipirrolidona) por amostra. O extrato foi centrifugado por 10 minutos a 

10.000 rpm na temperatura de 4°C.  

A quantificação foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Cerca 

de 0,1mL de extrato vegetal obtido na etapa anterior foi aliquotada e adicionou-se 5mL do 

reagente de Bradford, após 15 minutos o produto da reação foi homogeneizado e procedeu-

se a leitura em espectrofotômetro a 595 nm. Como referência, foi empregada uma curva-

padrão com albumina bovina (BSA). 

 

3.9.2 Clorofila 

 

O teor de clorofila total foi determinado em clones resistentes e suscetível ao bicho-

mineiro cultivados em areia lavada e sob níveis nutricionais distintos de nitrogênio e 

potássio (+N+K, -N+K, +N-K, -N-K). As amostras dos oito tratamentos eram compostas 

por uma folha adulta de cada um dos clones que compunham a parcela experimental. 

Para a extração de clorofila, 0,2 g de material fresco foi macerado com 20mL de 

etanol 96% (volume/volume) em cadinho resfriado, até obtenção de extrato homogêneo, 

sendo este centrifugado em 10.000 rpm por 10 minutos numa temperatura de 4ºC.  

A quantificação foi realizada com o método proposto por WINTERMANS e MOST 

(1965), realizaram-se leituras em espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 665, 649 

e 645 nm. Para os cálculos das concentrações foram usadas as seguintes equações: 

 

Clorofila A (mg/L) = 13,70 x A665 – 5,76 x A649 

Clorofila B (mg/L) = 25,80 x A645 – 7,60 x A665 

Clorofila Total (mg/L) = Clorofila A + Clorofila B.   
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3.9.3 Açúcares totais solúveis 

 

Os teores de açúcares totais solúveis foram determinados em folhas secas em 

liofilizador, posteriormente moídas, separadas em amostras de cerca de 0,1g. O material 

seco e moído foi acondicionado em tubos nos quais adicionou-se 5mL de etanol 80% 

(volume/volume).Os tubos foram postos em banho-maria a 60ºC por 6 horas. O extrato foi 

centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos, sendo, em seguida  o sobrenadante foi coletado 

e purificado com 1 volume de clorofórmio, e novamente centrifugado nas condições 

descritas anteriormente. O sobrenadante foi recolhido e acondicionado em novos tubos. 

A quantificação foi realizada de acordo com o método fenol-sulfúrico (DUBOIS et 

al., 1956), 0,5mL de extrato diluído foi aliquotado e adicionou-se 0,5mL de solução de 

fenol a 5% (volume/volume). A solução foi homogeneizada e acrescida de 2,5 mL de ácido 

sulfúrico concentrado. Procedeu-se então a leitura em espectrofotômetro a 490 nm. Como 

referência foi empregada uma curva-padrão de glicose. 

Como nas análises anteriores, as amostras dos 8 tratamentos eram compostas por 1 

folha adulta de cada um dos clones que compunham as parcelas. 

 

3.9.4 Aminoácidos totais e triptofano 

 

Para análises de aminoácidos e triptofano foi coletada uma folha por planta das 

parcelas. Após terem sido coletadas foram postas para secagem em estufa a 60ºC até 

obtenção de peso constante, sendo teor final de umidade, igual a 21,7%. 

Para a extração de aminoácidos totais utilizou-se o equivalente a 25 mg de proteína 

das amostras. Estas foram hidrolisadas com 10 mL de ácido clorídrico 6,0 N, a vácuo à 

temperatura de 110ºC durante 22 horas. Após este processo, as amostras foram recuperadas 

em diluente pH 2,2 (marca Pickering). Uma alíquota de 25 µL foi injetada em analisador 

Dionex (DX 300) para separação dos aminoácidos em coluna de troca iônica e reação pós 

coluna com ninidrina. Como referência foi utilizada solução padrão de aminoácidos Pierce, 

segundo método proposto por SPACKMAN et al. (1958) 
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Os níveis de triptofano foram determinados a partir de hidrólise enzimática com 

pronase, a 40ºC durante 24 horas, seguido de reação colorimétrica com solução de 4-

dimetilamino benzaldeído (DAB), em ácido sulfúrico 21,2N. As amostras foram lidas no 

comprimento de onda de 590 nm. Como referência foi usada uma curva padrão de 

triptofano. 

A análise estatística dos resultados foi realizada por meio de análise em 

componentes principais, sendo 8, o número de tratamentos (2 clones e 4 níveis nutricionais) 

e, o número de variáveis representados pelos aminoácidos analisados. A análise 

multivariada foi realizada com auxílio do aplicativo Statistica. Os aminoácidos cistina e 

triptofano, não detectados nas análises cromatrográficas, foram excluídos desta análise. 

 Para as análises envolvendo teor de aminoácidos, não houve repetição, uma vez que 

a quantidade de amostra foi insuficiente. Foi realizada somente uma hidrólise ácida e o 

produto obtido desta foi injetado duas vezes no analisador, dando origem às duplicatas. 

 

3.10 Análises de expressão gênica relativa 

 

3.10.1 Data minning e desenho de primers específicos 

  

Para as análises de expressão foram selecionados na literatura quatro genes (Tabela 

4) que estão melhor caracterizados em plantas modelo no que diz respeito à transporte e 

sinalização de nutrientes. 

Para tanto, seqüências públicas dos genes high-affinity potassium transporter 

(HAK5) (CAMXT1 - n°. DQ489721, 2361pb); K+ efflux antiporter 5 (KEA5) (CAMXT1– 

nº. NM 124550, 2133pb), high-affinity nitrate transporter (NRT2) (CaXMT1 - n°. NM 

001111725, 1789pb),  e  plant nitrogen regulatory (PII) (CAMXT1 – n° AF 095455 844bp)  

disponíveis no GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), foram utilizadas para identificar ESTs 

específicos no Banco de Dados do Genoma Café através das ferramentas BLAST 

(ALTSCHUL et al., 1990). Uma vez que estas proteínas apresentam mais de 80% de 

similaridade entre si, somente ESTs que apresentaram 100% de similaridade com uma 

determinada enzima foram utilizados. Contigs com os ESTs selecionados foram montados 

para cada uma das proteínas com ferramentas desenvolvidas pela equipe de Bioinformática 
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do projeto Genoma Café. O aplicativo ClustalW (HIGGINS et al., 1994) foi utilizado para a 

confirmação das seqüências com relação às proteínas em questão, através do alinhamento 

das seqüências dos contigs entre si e com as seqüências públicas anteriormente 

mencionadas. 

 Os primers específicos foram desenhados com o auxílio do software Primer Express 

3.0 (Applied Biosystems, Inc.) com base na seqüência traduzida dos contigs montados. O 

aplicativo ClustalW foi usado para o alinhamento das seqüências de aminoácidos e os 

primers foram desenhados tendo como referência as posições onde se encontravam 

resíduos específicos de cada enzima. A síntese dos mesmos foi feita por RW genes Ltda., 

Rio de Janeiro, Brasil. 

 

Tabela 4.  Genes eleitos a partir de buscas em bancos de sequências e suas espécies 

pertencentes e utilizados nas análises de expressão gênica 

 

Nome do gene Espécie pertencente Referência 
 
HAK5 (high-affinity K+ 
transporter) 
 

 

Lycopersicon esculentum NIEVES-CORDONES 
et al., 2007 

KEA5 (K+ efflux antiporter 5) 
 

Arabidopsis thaliana MASER et al., 2001 

NRT2 (high-affinity nitrate  
transporter) 
 

Lycopersicon esculentum TRUEMAN et al., 1996 

PII (plant nitrogen regulatory) 
Arabidopsis thaliana HSIEH et al., 1998 

 

3.10.2 Extração de RNA total do material vegetal 

 

Folhas dos clone resistente H14954-46 cultivado em areia e irrigado com níveis 

distintos de nutrição com nitrogênio e potássio (+N+K, -N+K, +N-K, -N-K) foram 

coletadas dos cafeeiros mantidos em casa de vegetação cerca de 13 dias após ovoposição. 

Após maceração em nitrogênio líquido,o extrato foi transferido para tubos tipo falcon 

contendo tampão de extração (2% CTAB; 2% PVP; 100 mM Tris-HCl pH 8,0 ; 25 mM 

EDTA; 2 M NaCl e 2% β-mercaptoetanol). O macerado foi homogenizado ao tampão e 
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incubado a 65ºC por 20 minutos. Adicionou-se 1 volume de clorofórmio e a mistura foi 

centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos. 

 O sobrenadante foi coletado para novo tubo. Este processo foi repetido até que não 

fosse observado precipitado na interface entre as fases aquosa e orgânica.  A fase aquosa foi 

recolhida para um novo tubo e foi adicionada uma solução de LiCl 12M até a concentração 

final de LiCl 2,5M. Os tubos foram incubados a 4 ºC por 12h. Após esse período, a mistura 

foi centrifugada a 10.000 rpm a 4 ºC por 30 minutos. Descartou-se o sobrenadante, o pellet 

foi lavado com 500 µL de LiCl 2,5M e centrifugado a 10.000 rpm a 4 ºC por 10 minutos. 

Descartou-se novamente o sobrenadante. O pellet secou a temperatura ambiente e depois 

foi ressupendido em 100 µL de água DEPC.  

          A dosagem do RNA total foi feita em espectrofotômetro UV modelo UV-1700 

PharmaSpec (Shimadzu), diluído em 100 vezes, medindo-se a absorbância a 260 nm e 280 

nm. Os cálculos para obter a concentração final foram feitos de acordo com SAMBROOK 

et al. (1989). Verificou-se a integridade do RNA total por eletroforese em gel de agarose 

1%, corados com brometo de etídio. 

 

3.10.3  Síntese de cDNA 

 

O kit RevertAidTM  H Minus First  Strand cDNA Synthesis (Fermentas) foi usado 

para a síntese de cDNA de acordo com as recomendações do fabricante. Para todas as 

amostras foi utilizado 500ng de RNA total. A dosagem do cDNA foi feita em 

espectrofotômetro UV modelo UV-1700 PharmaSpec (Shimadzu), diluído em 500 vezes, 

bem como os cálculos para determinar a concentração final na amostra foram feitos de 

acordo com Sambrook et al. (1989). 

As reações de PCR (Polimerase Chain Reaction) para amplificação genômica dos 

genes  HAK-5, KEA-5, NRT-2 e PII foram feitas em termociclador PT-100 Programmable 

Thermal Controller (MJ Research, Inc.) utilizando os seguintes parâmetros: passo inicial de 

denaturação a 95°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 30 segundos 

a 52°C e 1 minuto a 72°C e um último passo de extensão a 72°C por 10 minutos. Cada 

reação tinha um volume final de 25µL contendo tampão PCR sem MgCl2 1vez (Fermentas), 

2mM de MgCl2 (Fermentas), 0,2mM de dNTPs (Fermentas), 5pmol de cada primer, 1u de 
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Taq DNA Polimerase (Fermentas.) e aproximadamente 50ng de DNA total. A amplificação 

dos fragmentos foi verificada em gel de agarose 1%, corados com solução de brometo de 

etídio. 

 As reações de PCR quantitativo foram feitas na plataforma ABI 7300 (Applied 

Biosystems, Inc.), com volume final de 15 µL. O kit MaximaTM SYBR Green qPCR Master 

Mix 2X (Fermentas) foi usado para os experimentos de acordo com as recomendações do 

fabricante. Todos os primers utilizados foram submetidos à análise de eficiência (≥95%) e 

concentrações ótimas (100 – 500nM) e as amostras de cDNA (12,5 – 100ng) também foram 

avaliadas quanto a quantidade ótima a ser usada. Tanto os oligos quanto os cDNAs foram 

titulados seguindo-se as recomendações do fabricante (Applied Biosystems, Inc.). O gene 

Poly foi utilizado como controle endógeno (normalizador). O controle endógeno é um gene 

que não deve variar significativamente em sua expressão entre as diversos tratamentos. 

Todos os experimentos foram feitos em um passo de 94ºC por dois minutos seguido de 40 

ciclos de 94ºC por 30 segundos e 60ºC por 1 minuto, sendo a emissão de fluorescência do 

corante SYBR Green lida neste último passo. 

Aproximadamente 2000ng de cDNA de cada amostra foi utilizado para a as análises 

em Real Time sendo feitas em triplicatas, e repetindo o experimento pelo menos 3 vezes. O 

gene constitutivo Poly (Pentameric polyubiquin) foi usado como normalizador e o clone 

resistente não submetida à deficiência nutricional (+N+K) e sem ovoposição foi empregada 

como calibrador.  

 

3.10.4 Análises dos dados de expressão gênica relativa 

 

Os resultados obtidos em plataforma de PCR em tempo real foram submetidos à 

quantificação relativa (QR), sendo que o calibrador, para todos os genes testados foi 

amostra foliar das plantas em condições nutricionais adequadas e sem infestação do inseto. 

As análises foram realizadas de acordo com o manual do aparelho Real Time PCR, 

seguindo-se as seguintes etapas: configuração e ajuste de dados; eliminação de amostras (se 

necessário); delimitação do Threshold ou nível do sinal normalizado usado para determinar 

o CT; obtenção do número de ciclos limite para cada amostra (CT); cálculo da QR de 
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expressão; comparação dos valores de QR de cada amostra. A QR foi calculada pela 

seguinte fórmula: 

2-∆∆CT, onde: 

 

∆∆CT = ∆CT(amostra) - ∆CT(calibrador) 

∆CT(amostra) = CT(alvo) - CT(endógeno no tempo alvo)* 

∆CT(calibrador) = CT(planta em condições nutricionais normais e sem postura) - 

CT(endógeno em condições nutricionais normais e sem postura)* 

* - O controle endógeno adotado foi o locus da enzima Poly (Pentameric polyubiquin) 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Criação de insetos em laboratório 

 

 A utilização da metodologia proposta por KATIVAR e PARRA (1968) para a 

multiplicação de insetos em laboratório, modificada por PARRA (1985) permitiu a 

suplementação de adultos de L. coffeella durante todo o período experimental. As 

avaliações do nível de resistência das matrizes das progênies clonais, todas dependentes da 

infestação de plantas pelo inseto, foram realizadas com adultos oriundos da criação 

artificial em laboratório. 

 

4.2 Seleção e clonagem de plantas matrizes 

 

 Os resultados referentes à avaliação do nível de resistência das matrizes H14954-46 

e a Catuaí Vermelho IAC 99 encontram-se na tabela 5. Diferenças estatisticamente 

significantes foram observadas entre as médias do tipo de reação das lesões da planta 

H14954-46 (1,1 ponto) e da planta Catuaí Vermelho (4,0 pontos), comparando as análises 

prévias realizadas por GUERREIRO-FILHO (dados não publicados). Pela escala de nota 

proposta por RAMIRO (2003) a matriz H14954-46 é considerada altamente resistente ao 

bicho-mineiro, sendo as lesões presentes nas folhas do tipo pontual, ou seja, praticamente 
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invisíveis a olho nu. A matriz Catuaí Vermelho IAC 99 apresentou lesões grandes e 

arredondadas típicas de plantas suscetíveis. 

Tabela 5. Nível de resistência ao bicho-mineiro das matrizes H14954-46 e Catuaí 

Vermelho IAC 99. 
 

Planta matriz Tipo de reação* Descrição das lesões** 

H14954-46  1,1 a Lesões pontuais 

Catuaí Vermelho IAC 99  4,0 b Lesões grandes e arredondadas 

* Média de 10 repetições, ** Escala de 1 a 4 pontos (RAMIRO, 2003). 

 

4.3 Avaliação do nível de resistência das progênies clonais 

  

Clones obtidos por embriogênese somática direta da planta matriz H14954-46 

C1351 foram avaliadas em relação à resistência ao bicho-mineiro para confirmação do 

nível de resistência das mesmas. Os resultados obtidos (Tabela 6) indicam que não houve 

alterações nos padrões de resistência ao inseto após reprodução vegetativa das plantas in 

vitro.  

 

Tabela 6.  Valores médios de resistência ao bicho-mineiro de clones obtidos por 

embriogênese somática direta e da planta matriz. 

 

Progênie clonal Tipo de reação* Descrição das lesões** 

H14954-46  1,08 a Lesões pontuais 

Catuaí Vermelho IAC 99 4,0 b Lesões grandes e arredondadas 

* Média de 12 repetições, ** Escala de 1 a 4 pontos (RAMIRO, 2003). 

 

4.4 Cultivo de cafeeiros resistentes e suscetíveis em substrato irrigado com solução 

completa de nutrinetes 

 

 Três meses após transplante das mudas para os vasos com areia e irrigação diária 

com 25 mL de solução nutritiva completa, as plantas dos clones H14954-46 e a Catuaí 

Vermelho IAC 99 apresentaram desenvolvimento normal sem quaisquer sintomas visíveis 
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de estresse. O crescimento das plantas foi uniforme dentro e entre os tratamentos e as 24 

plantas apresentaram elevado vigor vegetativo. 

 

4.5 Avaliação do estado nutricional das plantas antes e após redução dos níveis 

nutricionais 

 

Uma vez confirmada a resistência das plantas clonais as mesmas foram cultivadas 

em substrato de areia lavada e irrigadas diariamente com solução nutritiva completa e em 

seguida submetidas a tratamentos nutricionais distintos, conforme descrito no item 3.7. 

Quatro meses após a indução de deficiências de nitrogênio e potássio, as mudas 

clonadas foram avaliadas em relação ao estado nutricional após estresse. Os resultados das 

análises foliares antes e depois da redução dos teores nutricionais de nitrogênio e potássio 

encontram-se na tabela 7. 

 

Tabela 7. Valores médios dos níveis foliares de nitrogênio e potássio (g.Kg-1) em plantas 

suscetíveis e resistentes ao bicho-mineiro antes e após indução de deficiência nutricional. 

 

N K N K N K N K N K N K

1 (+N+K) 34,5 30,7 35,2 32,8 34,9 31,8 28,7 29,0 33,0 24,7 31,0 27,0

2 (−−−−N+K) 28,4 33,2 29,9 33,3 29,2 33,3 19,8 20,4 27,0 28,8 24,0 25,0

3 (+N−−−−K) 32,0 32,8 30,0 31,8 31,0 32,3 32,9 28,6 32,0 27,4 32,0 28,0

4 (−−−−N−−−−K) 24,3 32,0 28,4 32,3 26,4 32,2 27,4 22,4 32,0 32,2 30,0 27,0

Antes Depois

Condição Nutricional 
Resistente Suscetível Média Resistente Suscetível Média

 

 

 

Após o período de quatro meses que foi iniciada a irrigação com soluções nutritivas 

deficientes em nitrogênio e potássio as plantas apresentaram alguns sintomas visuais de 

deficiência dos nutrientes em questão (Figura 3). No entanto as análises foliares dos 

diferentes tratamentos apenas indicaram grande redução em relação aos níveis iniciais de 

cultivo sem atingir os níveis de deficiência estabelecidos por MALAVOLTA et al. (1989). 
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Figura 3. Sintomas foliares correspondentes à redução dos níveis dos macronutrientes 

nitrogênio e potássio nas plantas dos tratamentos submetidos às variações nutricionais.  

  

Os experimentos subseqüentes foram conduzidos com as plantas apresentando 

níveis nutricionais reduzidos de nitrogênio e potássio e alguns sintomas visuais de 

deficiência em relação àqueles apresentados pelos mesmos clones no início do cultivo em 

solução nutritiva. 

 

4.6 Avaliação do nível de resistência das plantas após redução dos níveis nutricionais 

 

Após o cultivo durante quatro meses em substrato sob condições nutricionais de 

nitrogênio e potássio variáveis, observou-se o desenvolvimento de lesões causadas pela 

lagarta do bicho-mineiro em plantas resistentes que foram cultivadas em solução nutritiva 

com ausência dos dois nutrientes. Nota-se pela figura 4, que as lesões nas plantas 

resistentes cultivadas em substrato com irrigação de solução sem nitrogênio e potássio 

possuem tamanho e aspecto semelhante àquelas observadas em plantas suscetíveis 

cultivadas na presença dos dois nutrientes acima citados. 

Segundo PARRA (1975), os níveis de fertilização das plantas pode provocar a 

redução das populações de certos insetos mastigadores das ordens Diptera, Orthoptera e 

Hymenoptera e aumento de indivívuos das ordens Homóptera, Heteroptera, Thysanoptera e 

alguns outros insetos mastigadores. O autor realizou estudos dessa natureza visando 

entender a relação praga-hospedeiro em função dos níveis nutricionais das plantas. 
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PARRA (1975), estudou o efeito de diferentes níveis de adubação nitrogenada, 

fosfórica, potássica e com os micronutrientes boro e zinco, nos danos causados pelo bicho-

mineiro em cafeeiros da cultivar Mundo Novo com treze anos de idade, em ensaio de 

campo localizado em Campinas, SP. O autor avaliou a intensidade de infestação de L. 

coffeella em um período de doze meses. Apesar de bastante baixa, no período seco ou na 

fase preparativa do cafeeiro, quanto maior o teor de nitrogênio e potássio, menor a 

intensidade de infestação. Por outro lado, no período chuvoso, a intensidade de infestação 

foi mais alta e apresentou correlação negativa com o teor de potássio e correlação positiva 

com o teor de fósforo das plantas.  Ainda, segundo o autor, o nível de infestação das plantas 

não sofreu influência dos micronutrientes boro e zinco. 

 

 

 

Figura 4. Planta resistente cultivada sob ausência de nitrogênio e potássio exibindo lesões 

causadas pelo bicho-mineiro, características de plantas suscetíveis. 

 

4.7 Análises químicas de folhas de clones resistentes e suscetíveis após redução dos 

níveis nutricionais 

  

Com o propósito de investigar diferenças de ordem bioquímica em plantas 

suscetíveis e resistentes ao bicho-mineiro, realizou a extração e quantificação dos teores 

foliares de açúcares totais solúveis, proteínas totais solúveis, clorofila e aminoácidos totais. 
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4.7.1 Proteínas totais solúveis 

 

Os resultados relacionados aos teores de proteínas totais solúveis nos cafeeiros em 

estudo e submetidos à diferentes condições nutricionais de nitrogênio e potássio encontram-

se expressos na tabela 8. 

 

Tabela 8. Níveis de proteínas totais solúveis expressos em miligrama de proteínas totais 

solúveis por grama de matéria fresca em cafeeiros resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro 

submetidos a diferentes níveis dos nutrientes nitrogênio e potássio. 

 

Condição nutricional 
Genótipo1 

Resistente Suscetível 

1 (+N +K) 2,56 b B 4,66 a A 

2 (-N +K) 1,94 c B 2,25 d A 

3 (+N -K) 3,05 a A 3,17 c A 

4 (-N -K) 3,29 a B 3,76 b A 

   

F condição nutricional 

F genótipo 

F condição nutricional x genótipo 

  

131,06* 

152,54* 

56,60* 

 

*significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
  

1Médias de genótipos seguidas, nas linhas, por uma mesma letras maiúscula e médias de condição nutricional seguidas, 

nas colunas,  por uma mesma letra minúscula nas colunas, não diferem estatísticamente entre si  pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. 

 

Verificou-se que os níveis protéicos nas plantas suscetíveis variaram pela ação das 

diferentes condições nutricionais empregadas (F=131,06), foi também significativo o efeito 

de genótipo (F=152,40) e da interação condição nutricional x genótipo (F=16,60). As 

plantas do tratamento 1 com condições nutricionais adequadas de nitrogênio e potássio 

apresentaram valores estatisticamente superiores quando comparados àquelas que sofreram 

alguma variação nutricional. Exceção feita aos clones resistentes cultivados em condição 
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nutricional (-N-K). Os menores valores de proteínas totais foram observados em clones 

resistentes (a1,94 mg g-1 MF) e suscetíveis (2,25 mg g-1 MF) na condição (-N+K) 

Especula-se que estas diferenças podem ser atribuídas à um rearranjo metabólico 

(TAIZ e ZEIGER, 2006), no qual as plantas modificariam todo seu metabolismo para tentar 

lidar com o estresse nutricional a elas aplicado.  

As plantas resistentes apresentaram valores estatisticamente superiores de proteínas 

totais solúveis em suas folhas nos tratamentos onde o potássio foi suprimido, condição 

similar também encontrada nas plantas suscetíveis. A deficiência de potássio pode gerar o 

acúmulo de certas proteínas, como a putrescina, por exemplo (MALAVOLTA et al., 1989), 

assim como, de aminoácidos (ARMENGAUD et al.,2004), podendo corresponder com a 

situação observada. Verifica-se também que com o descrécimo dos níveis de nitrogênio no 

cultivo, os valores protéicos também decrescem, pois segundo o primeiro autor a síntese de 

proteínas é drasticamente prejudicada com a ausência desde elemento. Isso porém não foi 

observado no tratamento 4. 

 

4.7.2 Clorofila 

 

Os resultados relacionados aos teores de clorofila em clones de cafeeiros resistentes 

e suscetíveis ao bicho-mineiro submetidos à diferentes condições nutricionais de nitrogênio 

e potássio encontram-se expressos na tabela 9. 

 Observou-se pela análise de variância, efeito significativo de genótipo (F=1645,00), 

condição nutricional (F=1643,93), assim como, da interação entre ambos (F=1497,07). 

De forma geral, as plantas suscetíveis, independente da condição nutricional 

imposta apresentaram teores superiores de clorofila quando comparadas com as plantas 

resistentes. Somente os clones do tratamento deficiente em nitrogênio e potássio 

apresentaram comportamento contrário. Sugere-se, baseando nos dados obtidos que tal 

comportamento pode ser devido à fatores genéticos, pois sob às demais condições de 

adubação aplicadas, esta tendência foi mantida, exceção feita às plantas do tratamento 

quatro. 
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Tabela 9. Níveis de clorofila expressos em miligrama de clorofila por litro de extrato 

alcoólico em cafeeiros resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro submetidos a diferentes 

níveis dos nutrientes nitrogênio e potássio. 

 

Condição nutricional 

Genótipo1 

Resistente Suscetível 

      

1 (+N +K) 14,89 c B 20,28 c A 

2 (-N +K) 11,60 d B 22,07 b A 

3 (+N -K) 22,70 a B 24,76 a A 

4 (-N -K) 21,86 b A 16,31 d B 

      

F condição nutricional 

  

1643,93** 

F genótipo 1648,00** 

F condição nutricional x genótipo 1947,07** 

    

**significativo ao nível de 1% de probabilidade. 
  

1Médias de genótipos seguidas, nas linhas, por uma mesma letras maiúscula e médias de condição nutricional seguidas, 

nas colunas,  por uma mesma letra minúscula nas colunas, não diferem estatísticamente entre si  pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. 

 

O nitrogênio possui papel fundamental na síntese de clorofila. Suprimindo-se este 

mineral a síntese de clorofila é prejudicada de forma intensa (MALAVOLTA et al., 1989). 

No entanto, os resultados obtidos neste estudo são bastantes diferentes.  

Deve-se salientar que embora as plantas tenham sido submetidas a uma condição 

nutricional de nitrogênio e potássio por quatro meses seguidos, os valores dos nutrientes 

detectados nas análises foliares (tabela 6) não indicaram deficiências nutricionais dos dois 

nutrientes em questão. A redução dos teores dos dois nutrientes abaixo dos limites 

indicados por MALAVOLTA  et al.(1989) e RAIJ et al.(1997), poderia induzir respostas 

diferentes das encontradas em nosso experimento, o que deve ser investigado.   
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4.7.3 Açúcares totais solúveis 

 

 Os resultados relacionados aos teores de açúcares totais solúveis em clones dos 

cafeeiros resistentes e suscetíveis submetidos à diferentes condições nutricionais de 

nitrogênio e potássio são apresentados na tabela 10. 

 

Tabela 10. Níveis de açúcares totais solúveis expressos em miligramas de açúcar por 

grama de matéria seca, em cafeeiros resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro submetidos a 

diferentes níveis dos nutrientes nitrogênio e potássio. 

 

Condição nutricional 
Genótipo1 

Resistente Suscetível 

1 (+N +K) 6,8     b A 8,82 a A 

2 (-N +K) 7,25   b A 9,82 a A 

3 (+N -K) 6,57   b A 5,50 a A 

4 (-N -K) 16,55 a A 7,82 a B 

   

F condição nutricional 

F genótipo 

F condição nutricional x genótipo 

  

4,33* 

1,1ns 

4,4* 

 

*significativo ao nível de 5% de probabilidade; n.s. não significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
  

1Médias de genótipos seguidas, nas linhas, por uma mesma letras maiúscula e médias de condição nutricional seguidas, 

nas colunas,  por uma mesma letra minúscula nas colunas, não diferem estatísticamente entre si  pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. 

 

Observou-se a partir da análise de variância diferenças significativas nas condições 

de nutrição (F=4,33) e na interação entre condições nutricionais e genótipos (F=4,33). 

Genótipos suscetíveis cultivados em substrato irrigado com solução de potássio 

(tratamentos 1 e 2) apresentaram médias de açúcares totais solúveis superiores quando 

comparadas aos genótipos resistentes, exceção feita aos clones cultivados sob ausência de 
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nitrogênio e potássio. Na ausência de potássio (tratamentos 3 e 4), plantas suscetíveis 

apresentaram valores menores em relação às resistentes. 

Segundo MALAVOLTA et al.  (1989) deficiências potássicas podem elevar os 

níveis de açúcares solúveis em folhas de cafeeiros. Reações similares também podem ser 

devidas à deficiência de nitrogênio, de acordo com relatos de SCHEIBLE, at al.(2004).  

No presente experimento, clones resistentes submetidos ao cultivo em substrato 

carente de ambos os nutrientes, apresentaram os maiores conteúdos de açúcares totais 

solúveis (16,55 mg g-1 em massa seca). No entanto, estes mesmos clones resistentes 

cultivadas em substrato com carência de nitrogênio e potássio sofreram lesões semelhantes 

à plantas suscetíveis (Figura 4). 

Resultados diferentes foram obtidos por CAIXETA (2002). Segundo o autor o 

incremento de doses de nitrogênio resultou em maior ataque em cafeeiros suscetíveis ao 

inseto com maiores teores de açúcares nas folhas.  

No entanto, o autor avaliou plantas suscetíveis, enquanto nossos experimentos 

foram realizados com plantas resistentes ao bicho-mineiro. Os dados aqui apresentados 

contradizem a hipótese proposta por PRICE (1991), segundo o qual os insetos, 

particularmente os especialistas, preferem plantas de crescimento vigoroso àquelas 

submetidas a condições de estresse. Segundo HERMANS E MATTSON (1992), o aumento 

na disponibilidade de nutrientes estimula o crescimento, mas reduz os níveis dos compostos 

de defesa das plantas, tornando-as mais suscetíveis ao ataque de pragas. Por outro lado, os 

resultados apresentados neste trabalho se adéquam à hipótese formulada de que plantas 

resistentes submetidas à regimes nutricionais inadequados permitem o desenvolvimento 

larval e a consequente formação de lesões. 

 Nossos resultados foram divergentes daqueles encontrados por CAIXETA (2002). 

O autor notou que teores de açúcares totais solúveis correlacionavam-se positivamente com 

o incremento de adubação potássica. O mesmo fenômeno foi constatado por este autor em 

relação à correspondência entre a adubação nitrogenada e os teores de açúcares totais 

solúveis. Os resultados obtidos sugerem que as diferenças observadas podem ser atribuídas 

à diferenças genéticas dos cafeeiros utilizados por CAIXETA (2002) e os aqui avaliados. 
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4.7.8 Aminoácidos totais e triptofano 

  

Os resultados relacionados aos teores de aminoácidos totais em clones de cafeeiros 

resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro submetidos à diferentes condições nutricionais de 

nitrogênio e potássio encontram-se expressos na figura 5 e na tabela 11. 

 

Tabela 11. Níveis de aminoácidos totais expressos em gramas de aminoácidos para cada 

100 gramas de matéria seca em cafeeiros resistentes e suscetíveis ao bicho-mineiro 

submetidos a diferentes níveis dos nutrientes nitrogênio e potássio. 

 

Aminoácido 

Resistentes   Suscetíveis 

1 

(+N+K) 

2  

(-N+K) 

3  

(+N-K) 

4  

(-N-K)   

1 

(+N+K) 

2  

(-N+K) 

3  

(+N-K) 

4  

(-N-K) 

          

Ác. aspártico 2,165 0,925 2,89 0,91  1,87 1,485 2,22 1,71 

Treonina 0,655 0,41 0,765 0,41  0,725 0,65 0,765 0,675 

Serina 0,745 0,465 0,945 0,455  0,815 0,725 0,89 0,72 

Ác. glutâmico 1,65 0,95 2,06 0,955  1,815 1,535 1,87 1,565 

Prolina 0,835 0,555 1,045 0,545  1,015 0,81 1,025 0,815 

Glicina 0,945 0,645 1,085 0,66  1,13 0,86 1,14 0,945 

Alanina 1,135 0,79 1,435 0,785  1,37 1,215 1,43 1,3 

Valina 0,91 0,63 1,08 0,63  1,14 1,01 1,12 1,01 

Metionina ND* 0,03 0,015 0,025  0,08 0,145 0,03 0,085 

Isoleucina 0,69 0,475 0,86 0,465  0,9 0,735 0,87 0,78 

Leucina 1,305 0,88 1,59 0,85  1,62 1,345 1,555 1,41 

Tirosina 0,45 0,29 0,49 0,285  0,5 0,53 0,595 0,525 

Fenilalanina 0,905 0,595 1,015 0,585  1,11 0,93 1,09 0,97 

Lisina 0,87 0,15 0,895 0,515  1,04 0,79 1,025 0,995 

Histidina 0,42 0,26 0,475 0,24  0,59 0,37 0,495 0,385 

Arginina 0,715 0,43 0,96 0,42   0,84 0,655 0,935 0,725 

          

De modo geral, o teor de aminoácidos totais foi maior em plantas suscetíveis 

independente do regime nutricional utilizado, o teor de aminoácidos foi bem maior em 

plantas cultivadas na presença de nitrogênio. Em plantas resistentes, o teor de aminoácidos 
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totais foi de 14,34 (+N+K) e 17,60 (+N-K) contra 8,48 (-N+K) e 8,73 (-N-K). Nas plantas 

suscetíveis, o teores de aminoácidos foram de 16,56 (-N+K), 17,05 (+N-K) contra 13,79 (-

N+K) e 14,61 (-N-K). Diferenças entre plantas cultivadas ou não com nitrogênio foram 

maiores em clones resistentes. Nos clones suscetíveis os valores entre plantas cultivadas 

com ou sem nitrogênio foram reduzidos. 

WONG et al. (2004) e KANG et al. (2006), relataram que o decréscimo de Ja-Val, 

Ja-Leu e Ja-Ile podem diminuir os níveis de resistência de algumas espécies frente à 

herbivoria. Os autores fazem referência às variações observadas em plantas suscetíveis às 

pragas. Neste estudo realizado com o cafeeiro, os níveis desses três aminoácidos são, em 

geral, mais elevados em plantas suscetíveis quando comparado às resistentes ao inseto. 

Realizou-se uma análise de componentes principais com dezesseis aminoácidos, 

uma vez que cistina e triptofano não foram detectados durante os procedimentos analíticos.  

A análise em componentes principais (Figura 5), representa 96,07% da variabilidade 

experimental, sendo 87,53% é explicada pelo eixo 1 e 8,5% pelo eixo 2. 
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Figura 5. Análise de componentes totais em cafeeiros resistentes e suscetíveis submetidos 

aos quatro tratamentos nutricionais 
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O aminoácido metionina apresentou correlação elevada com o eixo 2, sendo que os 

demais, com exceção do aminoácido asparagina, possuem correlação estreita com o eixo 1.  

A figura 5 ilustra dois grupos distintos de plantas, o primeiro composto pelas 

plantas resistentes, e o segundo pelas plantas suscetíveis, que apresentou teores bem mais 

elevados de metionina. 

As plantas suscetíveis e resistentes nas condições normais de adubação nitrogenada 

apresentaram níveis superiores dos aminoácidos avaliados. 

Em cada um dos grupos nota-se uma estrutura de subgrupos sendo um deles 

formados pelas plantas com níveis adequados de nitrogênio e outro com plantas cultivadas 

sem a presença deste. Tanto as plantas resistentes como as suscetíveis providas de 

nitrogênio apresentaram maiores teores dos aminoácidos avaliados. No grupo das plantas 

suscetíveis e deficientes de nitrogênio foi notado maiores níveis de metionina quando 

comparadas com as supridas de nitrogênio. 

Embora ainda sejam necessários maiores estudos, pode-se especular que tais 

aminoácidos, arginina e asparagina detectados em teores elevados quando comparados aos 

demais poderiam estar relacionados com os processos de defesa do cafeeiro contra o bicho-

mineiro.  

Estudos similares foram realizados por ANDERSEN et al. (2009), onde videiras 

(Vitis vinifera) e laranjeiras (Citrus sinensis) atacadas por Homalodisca vitripenis 

(Hemiptera:Cicadellidae:Cicadellinae) apresentaram aumento dos níveis dos aminoácidos 

em forma protéica (serina, arginina, alanina, metionina, isoleucina, leucina e lisina) e níveis 

inferiores de asparagina e glutamina. BUHTZ et al. (2004), reportaram que as mais 

abundantes proteínas que mantêm a integridade da parede celular, lignificação e proteção 

contra insetos e patógenos são compostas por alguns desses aminoácidos. Segundo este 

mesmo autor, quando a planta sofre alguma injúria essas determinadas proteínas têm suas 

sínteses aumentadas, por conseqüência os teores de aminoácidos também são aumentados. 

Certos aminoácidos podem ligar-se à jasmonatos, hormonônios vegetais conhecidos 

por conferir defesa à doenças e herbívoros em várias espécies vegetais. Em tomate 

(Solanum lycopersicun), determinados aminoácidos como arginina e leucina podem estar 

conjugados com alguns jasmonatos, garantindo defesa contra Manduca sexta (CHEN et al., 

2005). A partir dos resultados aqui analisados é possível pensar que estes níveis superiores 
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dos aminoácidos asparagina e arginina podem estar envolvidos em forma conjugadas com 

determinados jasmonatos. Estudos mais aprofundados seriam necessários para elucidar em 

definitivo esta questão. 

 

4.8 Análise de expressão gênica relativa  

 

4.8.1 Expressão relativa de genes responsáveis pelo transporte de potássio nas plantas 

 

Para averiguar as diferenças de expressão nos genes KEA-5 (K+ efflux antiporter 5) 

e HAK-5 (high-affinity potassium transporter),  responsáveis pela captação e remobilização 

de potássio, as plantas resistentes cultivadas nas quatro condições  nutricionais estudadas, 

com e sem infestação (postura) pelo inseto  tiveram a expressão desses genes avaliadas 

método de PCR (Polimerase Chain Reaction) em tempo real. Os resultados obtidos são 

representados na figura 6. 

Constatou-se um aumento da expressão do gene HAK-5 nos tratamentos 2 e 4, onde 

o nitrogênio foi suprimido e onde houve postura do inseto. Porém, no tratamento carente de 

nitrogênio e potássio (-N-K) e com as plantas infestadas, a expressão desse gene foi 

expressivamente aumentada, mostrando o nível de reorganização metabólica que o ataque 

por Leucoptera coffeella pode causar na planta. Como anteriormente mencionado no item 

4.6, as plantas no tratamento ausente de nitrogênio e potássio comportaram-se como 

suscetíveis, ao contrário das demais.  

O gene HAK-5 é responsável pela captação dos cátions potássio das células 

radiculares desde os primeiros momentos de ausência do nutriente até o estado de carência 

propriamente dito (ASHLEY et al., 2006; MARYUAMA et al., 2003; SHIN et al., 2005). 

Assim como um considerável aumento da expressão do gene KEA-5 responsável pela 

remobilização desses cátions no interior da planta, o gene HAK-5 é induzido sempre que há 

deficiências de potássio (AHN et al., 2004; GIERTH et al., 2005) e também sua expressão é 

diretamente ligada pelas enzimas pertencentes a espécies reativas do oxigênio (ERO). 
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Figura 6.  Análise de expressão gênica quantitativa dos genes envolvidos na captação e 

remobilização de potássio de plantas resistentes ao bicho-mineiro nas quatro condições 

nutricionais estudadas com e sem postura de ovos pelo inseto. 

 

O aumento dos níveis das ERO pode ser atribuído tanto pela herbivoria, assim 

como, pela própria deficiência nutricional (GONZALEZ et al., 2005). Segundo 

ARMENGAUD et al. (2004) a atividade defensiva das plantas pode ser prejudicada após 

                             

HAK-5                           

KEA-5 
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período de carência de potássio. Segundo este mesmo autor, tais sinais de perda de 

resistência são notados a partir do momento em que a planta começa a demonstrar sinais 

visuais de deficiência, como ocorrido no presente estudo. Supõe então, que ambas situações 

estejam relacionadas, ou seja, o estresse causado pelo ataque do inseto, e outros, de origem 

nutricional, mostram claramente a tentativa da planta em rearranjar seu metabolismo, 

porém tais medidas não surtem efeitos como mecanismos de defesa ao bicho-mineiro. 

Não existem evidências fisiológicas de que os genes KEA atuam no transporte de 

potássio, mas sua ativação pela deficiência desse nutriente evidencia claramente que esses 

genes estão envolvidos na homeostase celular de potássio (ASHLEY et al., 2006) 

Em estudos anteriores MARTINATI et al. (2009) verificaram que cafeeiros 

suscetíveis ao bicho-mineiro possuem o padrão de expressão do gene KEA-5 aumentado 

quando comparados com plantas resistentes. Como já mencionado em ítens anteriores as 

plantas com deficiência de nitrogênio e potássio (tratamento 4) tiveram comportamento de 

plantas suscetíveis em ensaios de laboratório e, o padrão de expressão de KEA-5 foi 

bastante semelhante em ambos estudos. 

 

4.8.2 Expressão relativa dos genes responsáveis pelo transporte e regulação de 

nitrogênio nas plantas. 

 

No intuito de se investigar diferenças de expressão nos genes PII (plant nitrogen 

regulatory ) e NRT-2 (high-affinity nitrate transporter),  responsáveis pela captação e 

remobilização de nitrogênio, as plantas resistentes das quatro condições  nutricionais 

estudadas, com e sem infestação (postura) pelo inseto  tiveram a expressão desses genes 

avaliadas método de PCR (Polimerase Chain Reaction) em tempo real. 

Como ilustrado na figura 7 a expressão do gene NRT-2 foi mais elevada nas plantas 

expostas à deficiência por nitrogênio, no tratamento com ausência de nitrogênio e presença 

de potássio (-N+K). Esse fenômeno é marcante principalmente se for comparado à presença 

ou ausência de postura nas folhas analisadas. Resultados semelhantes foram encontrados 

por MARTINATI et al., (2009), onde a expressão relativa de NRT-2 foi expressivamente 

maior em plantas suscetíveis, comportamento semelhante às plantas do tratamento ausente 

em nitrogênio e potássio, o qual assumiu comportamento de planta suscetível. 
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Aquelas folhas que sofreram ovoposição do inseto tiveram seus níveis elevados nos 

tratamentos 2 e 4, onde foi suprimido o nitrogênio, porém com maior expressividade no 

tratamento  4, onde ambos os nutrientes, nitrogênio e potássio, foram omitidos. O gene 

NRT-2 é responsável pela sinalização (LITTLE et al., 2005) e transporte do nitrogênio nas 

plantas (LITTLE et al., 2005; FORDE, 2002). Entretanto, poucos estudos envolvendo 

deficiência de nitrogênio têm sido realizados, o maior enfoque ainda vem sido dado para 

estudos em condições nutricionais adequadas. 

  

 

Figura 7.  Análise de expressão gênica quantitativa dos genes envolvidos na captação e 

remobilização de nitrogênio de plantas resistentes ao bicho-mineiro nas quatro condições 

nutricionais estudadas com e sem postura de ovos pelo inseto. 

PII 

NRT-2 
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O mesmo comportamento foi verificado para a expressão do gene PII, nos 

tratamentos onde o nitrogênio foi omitido. Principalmente na presença de ovos do bicho- 

mineiro a sua expressão foi significativamente maior quando comparado com as demais 

situações. Este gene é responsável pela sinalização do suprimento de nitrogênio nas plantas 

e síntese protéica (HSIEH et al., 1998; MOORHEAD et al.,2003). Nas plantas, a maior 

parte do metabolismo do nitrogênio e carbono ocorrem no cloropasto, onde PII está 

localizado (HSIEH et al., 1998)  

Os operons para a utilização de nitrogênio compõem um sistema conhecido por 

NRT onde o NRT-2 faz parte de um sistema de nitrogênio de alta sensibilidade (ORSEL, et 

al., 2002). Sendo ativado a baixas concentrações externas de nitrato da ordem de  1 µM e 1 

mM, ou seja, pequenas alterações no meio externo são capazes de ativar a rota de 

transcrição e ativação desse gene (BEHL et al., 1988).  

Estas informações confirmaram-se no presente trabalho, uma vez que teores foliares 

de nitrogênio acima do indicado na literatura para condição de deficiência propriamente 

dita foram capazes de induzir a expressão do gene NRT-2, ou seja, apenas uma redução dos 

valores normais foi capaz de ativar o mecanismo transcricional do gene NRT-2. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

a. O cultivo de cafeeiros clonais obtidos por embriogênese somática direta 

cultivados nas condições do presente estudo exige um período de estresse 

nutricional maior ao utilizado visando atingir os níveis de deficiência nutricional 

indicados na literatura. 

 

b. Plantas jovens de cafeeiros resistentes ao bicho-mineiro submetidas a condições 

nutricionais diferentes simultâneamente em nitrogênio e potássio permitem o 

desenvolvimento da fase larval do inseto e o consequente aparecimento de 

lesões similares àquelas presentes em plantas suscetíveis cultivadas em 

condições nutricionais adequadas 

 

c. Embora tenham ocorrido dificuldades de interpretação de resultados, a interação 

entre os genótipos e as diferentes condições nutricionais de nitrogênio e potássio 

tende a influenciar a expressão de compostos químicos e moleculares em 

cafeeiros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

56 
 

 

6  REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

 

 

AHN, S.J.; SHIN, R.; SCHACHTMAN, D.P. Expression of KT/KUP genes in Arabidopsis 
and the role of root hairs in K+ uptake. Plant Physiology, v.134, p.1135-1145, 2004. 

 

ALMEIDA, P. R. O bicho-mineiro-do-cafeeiro, Perileucoptera coffeella (Guérin-Méneville, 
1842) (Lepidoptera-Lyonetiidae) como fator de de restrição na produção do cafeeiro. In: 
REUNIÃO ANUAL DA SOCIEDADE ENTOMOLÓGICA DO BRASIL, 1., 1973,Viçosa. 
Resumos… Viçosa: 1973. p.31.  

 

ALTSCHUL, S.F., GISH, W., MILLER, W., MYERS, E.W., LIPMAN, D.J. Basic local 
alignment search tool. Journal Molecular Biology, v. 215, p. 403-410, 1990. 

 

ANDERSEN, P.C.; BRENT, V.B.; RUSSEL, F.M. Assimilation eficiency of free and 
protein amino acids by Homalodisca vitripennis (HEMIPTERA: CICADELLIDAE: 
CICADELLINAE) feeding on Citrus sinensis and Vitis vinifera. Florida Entomologist, v. 
92, p.116-122, 2009. 

 

ARMENGAUD, P.; BREITLING, R.; AMTMANN, A. The potassium-dependent 
transcriptome of Arabidopsis reveals a prominent role of jasmonic acid in nutrient 
signaling. Plant Physiology, v.136, p.2556-2576, 2004. 

 

ASHLEY MK, GRANT M, GRABOV A. Plant responses to potassium deficiencies: a role 
for potassium transport proteins. Journal Experimental Botanic, v.57, p.425-436, 2006. 

 

AVILES, D. P.; MATIELLO, J. B.;. PAULINI, A. E.;  PINHEIRO, M. Infestação de bicho 
mineiro em Catuaí e Conilon em lavouras intercaladas e isoladas. In: CONGRESSO 
BRASILEIRO DE PESQISAS CAFEEIRAS, 10., Poços de Caldas, 1983. Resumos... Rio de 
Janeiro: IBC/GERCA, 1983. p.324-325.  

 

BEHL, R.; TISCHNER, R.; RASCHKE, K. Induction of a high capacity nitrate uptake 
mechanism in barley roots prompted by nitrate uptake through a constitutive low capacity 
mechanism. Planta, v.176, p.235-240, 1988. 

 



 

57 
 

BERSALOBRES, C. A. Análise da expressão gênica induzida por Diatrae saccharalis 
em cana-de-açúcar via microarranjos de colônias bacterianas. 2004, 228p. Dissertação 
(Mestrado) - ESALQ-USP, Piracicaba.   

 

BIGGER, M. Partial resistence of arabica coffee to the coffee leaf miner Leucoptera meyricki 
Ghesp. (Lepidoptera-Lyonetiidae).  East African Agricultural and Forest Journal v.34(4), 
p.41-445, 1969. 

 

BRADFORD, M.N. A rapide and sensitive method for the quantification of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 
Duluth, v.72, p.248-254, 1976. 

 

BUHTZ, A.; KOLASSA, A.; ARLT, K.; WALZ, C.; KERH, J. Xylem sap protein 
composition is conserved among different plant species. Planta, v.219, p.610-618, 2004. 

 

CAIXETA, S.L. Nutrição de mudas de cafeeiro com N e K e intensidade do ataque de bicho-
mineiro (Leucoptera coffeella), 2002, 77p. Dissertação (Mestrado) – Universidade Federal 
de Viçosa, Viçosa 

 

CAIXETA, S.L.; MARTINEZ, H.E.P.; PICANÇO, P.R. ; ESPOSTI, M.D.D. ; AMARAL, 
J.F.T.  Nutrição e vigor de mudas de cafeeiro e infestação por bicho- mineiro. Ciência 
Rural.,  Santa Maria,  v. 34,  n. 5, p.1429-1435, 2004. 

 

CARDENAS, R. M. Caracterizacion histo-morfologica del daño del minador de la hoja, 
Leucoptera coffeella en especies e hibridos de Coffea spp. y observationes sobre resistencia.  
69p. 1981. Tesis (Magister Scientiae) - Universidad Nacional de Colombia, Bogota.   

 

CHEN, H.; WILSERSON, C.G.; KUCHAR, J.A.; PHINNEY, B.S.; HOWE, G.A. 
Jasmonate-inducible plant enzymes degrade essential amino acids in the herbivore midgut. 
Proceedings of the National Academy of Sciences, v.102, n.52, p.19337-19242, 2005. 

 

CHEONG, Y. H.; CHANG, H-S.. GUPTA, R.; WANG, X.; ZHU, T.; LUAN, S. 
Transcriptional profiling reveals novel interactions between wounding. Pathogen, abiotic 
stress, and hormonal responses in Arabidopsis. Plant Physiology v.129, p.661-677, 2002. 

 

CIBES, H.; PÉREZ, M.  Experimento comprueba que el minador de la loja disminuye en 
grado considerable el vigor de los cafetales.  Informe Oficial EEA, UPR, 33: 1957.  

 



 

58 
 

CNP&D-CAFÉ. Consórcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café. Economia 
Cafeeira. Disponível em: http://www.embrapa.br/cafe/consorcio/home_4.htm. Acesso em 23 
de agosto 2009. Phytochemistry, v.55, p.285-296, 2000. 

 

CONAB - Companhia Brasileira de Abastecimento. Disponível em: 
http://www.conab.gov.br/conabweb/download/safra/Boletim.pdf. Acesso em 15 de agosto 
2009. 

 

CONCEIÇÃO, C. H. C. Biologia, dano e controle do bicho-mineiro em cultivares de café 
arábica. Campinas, SP, 2005, 86 fls. : 30 il. Dissertação (Mestrado), Instituto Agronômico, 
Campinas 

 

COSTE, R. Cafetos y Cafés en el Mundo. Tomo 1.º Les Cafés. 2.ed. Paris: Maisonneuse e 
Larouse, 1954. 381p.  

 

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

 

D´ANTONIO, A. M., PARRA, J. R. P. Uma nova praga de café no sul de Minas Gerais. In: 
CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS CAFEEIRAS, 3., 1975, Curitiba, PR. 
Resumos... Rio de Janeiro: IBC/GERCA, 1975. p.174. 

 

DAVIS, A.P. An annotated taxonomic conspectus of the genus Coffea (Rubiaceae). Botanical 
Journal of the Linnean Society, v.152,p. 465-512, 2006. 

 

DUBOIS, M.; GILLES, K.A.; HAMILTON, J.K.; REBERS, P.A.; Smith, F. Colorimetric 
method for determination of sugars and related substances. Analytical Chemistry., v.28, 
p.350-56, 1956. 

 

DUFFEY,S.S.; STOUT, M.J. Antinutritive and toxic components of plant defense against 
insects. Archives Insect Biochemistry, v.32, p.3-37,1996. 

 

FANTON, C. F. Efeitos do défice hídrico na biologia do bicho-mineiro-do-cafeeiro 
Perileurocoptera coffeella  (Lepdoptera – Lyonetiidae), 1991. 40p. Dissertação (Mestrado) - 
Universidade Federal de Viçosa, Viçosa. 

 
FORDE, B.G. Local and long-range signaling pathways regulating plant responses to 
nitrate. Annual Review of Plant Biology, v. 53, p.203-224, 2002. 



 

59 
 

FRAGOSO, D. B. ; GUEDES, R.C.N. ; LADEIRA, J. A. Seleção na evolução de reistência 
de organofosforados a Leucoptera coffeella (Guérin Mèneville) (Lepdoptera:Lyonetiidae) 
Neotropical Entomology, v.32, p.329-334, 2003. 

 

GALLO, D.; NAKANO, O.; SIVEIRA NETO, S.; BAPTISTA, G.C.; BERTI FILHO, E.; 
PARRA, J.R.P.; ALVES, S. B.; ZUCCHI, R.A.; VENDRAMIN, J.D.; MARCHI, L.C.; 
LOPES, J.R.S.; OMOTO, C. Manual de Entomologia Agrícola. Piracicaba: FEALQ, 920p. 
2002. 

 

GANG D. R.; WANG J.; DUDAREVA N, NAM KH, SIMON JE, LEWINSOHN E, 
PICHERSKY E.An investigation of the storage and biosynthesis of phenyípropenes in sweet 
basil. Plant Physiology, v.1 25, p.539-555, 2001. 

 

GIERTH, M.; MASER, P.; SCHROEDER, J.I. The potassium transporter AtHAK5 
functions in K+ deprivation-induced high-affinity K+ uptake and AKT1 K+ channel 
contribution to K+ uptake kinetics in Arabidopsis roots. Plant Physiology, v.137, p.1105-
1114, 2005. 

 

GONZALEZ E, SOLANO R, RUBIO V, LEYVA A, PAZ-ARES J. PHOSPHATE 
TRANSPORTER TRAFFIC FACILITATOR1 is a plant-specific SEC12-related protein 
that enables the endoplasmic reticulum exit of a high-affinity phosphate transporter in 
Arabidopsis. Plant Cell, v.17, p.3500-3512, 2005. 

 

GUERREIRO-FILHO, O.; MEDINA-FILHO, H. P.; CARVALHO, A.; GONÇALVES, W. 
Melhoramento do cafeeiro.  XLIII – Seleção de cafeeiros resistentes ao bicho- mineiro 
(Perileucoptera coffeella).  Bragantia v. 49,  p.291-304, 1990. 

 

GUERREIRO-FILHO, O. Identification de gènes de résitance à Perileucoptera coffeella 
em vue de l’amélioration de Coffea arabica: Potentiel d’espèces diploïdes du genre Coffea; 
gènes de Bacillus thuringiensis. Thèse de Doctorat.  ENSAM, Montpellier.173p., 1994. 

 

GUERREIRO-FILHO, O. Melhoramento do cafeeiro visando resistência às pragas. In: 
SIMPÓSIO DE ATUALIZAÇÃO EM GENÉTICA E MELHORAMENTO DE PLANTAS, 
3., Genética e Melhoramento do Cafeeiro. Lavras: 1999. p.36-49. 

 

GUERREIRO FILHO, O.; MAZZAFERA, P. Caffeina does not protect coffee against the 
leaf miner Perileucoptera coffeella. Journal of Chemical Ecology, v.26, p.1447-1463, 
2000GUERREIRO FILHO, O. Resistência do cafeeiro ao bicho-mineiro. Brazilian Journal 
of Plant Physiology,  v.18,  n.1,  2006. 



 

60 
 

GUTERMAN I.; SHALIT M.; MENDA N.; PIESTUN D.; DAFNY-YELIN M.; SHALEV 
G.; BAR E.; DAVYDOV O.; OVADIS M.; EMANUEL M.; WANG J.; ADAM Z.; 
PICHERSKY E.; LEWINSOHN E.; ZAMIR K.; VAINSTAIN A.; WEISS D. Rose scent: 
genomics approach to discovering novel floral fragrance-related genes. Plant Cell ,v.14, 
p.2325-2338, 2002. 

 

GYORYEY, J.; VAUBERT, D.; JIMENEZ-ZURDOJ. I.; CHARON, C.; TROUSSARD, L.; 
KONDOROSI, A.; KONDOROSI, E. Analysis of Medicago trunculata nodule expressed 
sequence tags. Molecular Plant Microbe Interact v.13, p.62-71, 2000. 

 

HERMANS, D.A.; MATTSON, W.J. The dilemma of plants: to grow or to defend. The 
Quarterly Review of Biology, v.67, p.?, 1992. 

 

HERMSMEIER, D.; SCHITTKO, U.; BALDWIN IT. Molecular interaction between the 
specialist herbivore Manduca sexta  (Lepdoptera: Sphingidae) and its natural host 
Nicotiniana attenuate. I. Large-scale changes in the accumulation of growth and defense 
related plant mRNAs. Plant Physiology,  v.125, p.683-700, 2001. 

 

HODGE A. The plastic plant: root responses to heterogeneous supplies of nutrients. New 
Phytology, v.162, p.9-24, 2004. 

 

HSIEH, M.H.; LAM, H.M.; van DE LOO, F.J.; CORUZZI, G. A PII-like protein in 
Arabidopsis: putative role in nitrogen sensing. Proceedings of the National Academy of 
Sciences, v.95, p.13965–13970, 1998. 

 

HUNT, D.W.A.; LIPTAY, A.; DRURY, C.F. Nitrogen supply during production of tomato 
transplants affects preference by Colorado potato beetle. Hortscience, v.29, p.1326-1328, 
1994. 

 

KAHL, J.; SIEMENS, D.H., AERTS, R.J.; GABLER, R.; KUHNEMANN, F. Herbivore-
induced ethylene supresseses a direct defense but not a putative indirect defense against and 
adapted herbivore. Planta, v.210, p.336-342, 2000. 

 

KANG, J.H.; WANG, L.; GIRI, A.; BALDWIN, I.T. Silencing threonine deaminase and 
JAR4 in Nicotiana attenuata impairs jasmonic acid-isoleucine-mediated defenses against 
Manduca sexta. Plant Cell, v.18, p.3303-3320, 2006. 

 

KARBAN, R.; BALDWIN I.T. Induced responses to herbivory. Chicago, IL: University 
Chicago Press, 1997.  



 

61 
 

KATIYAR, K.P.; FERRER, F. Technique biology and sterelization of the coffee leaf 
miner, Leucoptera coffeella Guérin-Menèville (Lepidoptera-Lyonetiidae). Viena: 
International Atomic Energy Agency, IAEA, 1968. p.165-175.  

 

KOGAN, M.; ORTMAN, E.F. ANTIXENOSIS - A New Term Proposed to Define 
Painter's “Nonpreference” Modality of Resistance. Bulletin of the ESA, Vol. 24, N.2,  
p.175-176. 1978. 

 

KOIWA. H.; BRESSAM, R.A.; HASEGAWA, P.M. Regulation of protease inhibitors and 
plant defense. Trends Plant Science, v.2, p.379-384,1997. 

 

KONNOROVA, E.; DELLA VEGA, A., Nocividad de Leucoptera coffeella (Lepidoptera: 
Lyonetiidae). III. Caracteristicas y dimensiones de las lesiones producidas a las hojas del 
cafeto. Ciencia Tecnologya Agricola Café y Cacao v.7, p.25-40, 1985. 

KUMAR. O. Some aspects of  Photosynthesis and related Processes in coffea arabica L. 
Kenya Coffee, v. 41,  p.309-315, 1976. 

 

LANGE B.M.; WILDUNG M.R.; STAUBER E.J.; SANCHEZ C.; PUCHNIK D.; 
CROTEAU R. Probing essential oil biosynthesis and secre-tion by functional evaluation of 
expressed sequence tags from mint glandular trichomes. Procedings National Academy 
Science USA,v.97, p.2934-2939, 2000. 

 

LEVY,  F.A.; BOGDAN, I.; FERRAZ,  J. T.; DELLA TORRE, M.A.; CARVALHO,  A.  
Precocidade de maturação no cafeeiro. In: CONGRESSO BRASILEIRO DO CAFÉ, 15., 
1989. Maringá. Resumos... Rio de Janeiro: IBC/GERGA, 1989. p.155-157. 

 

LITTLE, D.Y.; RAO, H.; OLIVA, S.; DANIEL-VEDELE, F.; KRAPP, A.; MALAMY J.E. 
The putative high-affinity nitrate transporter NRT2.1 represses lateral root initiation in 
response to nutritional cues. Proceedings of the National Academy of Science of USA, 
v.102, p.13693–13698, 2005. 

 

MAGALHÃES, A.C.N., Efeito da redução da superfície foliar sobre o desenvolvimento de 
cafeeiros. Bragantia v.23, p.337-342, 1964. 

 

PINTO-MAGLIO, Cecília A. F.. Cytogenetics of coffee. Brazilian Journal of Plant 
Physiology,  Londrina,  v. 18,  n. 1, 2006 . 

 

 



 

62 
 

MALAVOLTA, E.; VITTI, G.C.; OLIVEIRA, S.A. Avaliação do estado nutricional das 

plantas:  princípios e aplicações. 2.ed. Piracicaba: Potafos, 1989. 201p. 

 

MALUF M. P. ; GUERREIRO-FILHO O. Melhoramento genético do cafeeiro visando 
resistência ao bicho-mineiro. In: BANDEL, G.; PINHEIRO, J.B.; VELLO, N.A.; 
AZEVEDO, R.A. ENCONTRO SOBRE TEMAS DE GENÉTICA E MELHORAMENTO, 
22., 2005. Resistência genética de plantas a estresses bióticos e abióticos. Anais Piracicaba: 
2005. p.31-38.  

 

MARSCHNER, H. Mineral nutrition of higher plants. 2.ed. San Diego : Academic, 889p. 
1995. 

 

MARTINATI, J.C.; MOLINA, J.V.D.; MARTARELLO, F.H.H.; GUERREIRO-FILHO, 
O.; MALUF, M.P. Expressão de genes relacionados ao metabolismo de nitrogênio, fósforo 
e potássio em cafeeiros submetidos ao estresse biótico. In: SIMPÓSIO DE PESQUISA 
DOS CAFÉS DO BRASIL, 6., 2009. Vitória. Anais... 2009. p.60-66.  
 
MARTINEZ, H.E.P. O uso do cultivo hidropônico de plantas em pesquisa. Viçosa: 
Editora UFV, 1997. 37p. (Caderno Didático) 

 

MARUYAMA-NAKASHITA, A.; INOUE, E.; WATANABE-TAKAHASHI, A.; 
YAMAYA, T.; TAKAHASHI, H. Transcriptome profiling of sulfur-responsive genes in 
Arabidopsis reveals global effects of sulfur nutrition on multiple metabolic pathways. Plant 
Physiology, v.132, p.597-605, 2003. 

 

MATIELLO, J.B. O café: do cultivo ao consumo. São Paulo: Globo, 1991. 320p. 

 

MATOS, J.W. Expressão da resistência ao bicho-mineiro em Coffea canephora e Coffea 

congensis. 2001. 75p. Dissertação (Mestrado) - Instituto Agronômico, Campinas. 

 
MASER P, THOMINE S, SCHROEDER J.I. Phylogenetic relationships within cation 
transporter families of Arabidopsis. Plant Physiology, v. 126, p. 1646–1667, 2001. 

 

MAZZAFERA, P.; ROBINSON, S.P. Characterization of polyphenol oxidase in coffee. 
Phytochemistry, v.55, p.285-296, 2000. 

 

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



 

63 
 

 

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

MOORHEAD, G.B.; SMITH, C.S. Interpreting the plastid carbon, nitrogen, and energy 
status. A role for PII? Plant Physiology, v.133, p492-498, 2003. 

 

MOREIRA, N. A.; OLIVEIRA, J. V. de; HAJI, F. N. P.; PEREIRA, J. R. Efeito de 
diferentes níveis de NPK na infestação de Aculops lycopersici (Massee) (Acari: 
Eriophyidae), em tomateiro no submédio do Vale São Francisco. Anais da Sociedade 
Entomologica do Brasil, v.28, n.2, p.275-83, 1999. 

 

NANTES, J.F.D.; PARRA, J.R.P,. Avaliação de danos causados por Perileucoptera coffeella 
(Guérin – Méneville, 1842) (Lepidoptera – Lyonetiidae), em três variedades de café (Coffea 
spp.) O Solo, v.69, n.2, p.26-29, 1977. 

 

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

 

NESTEL, D.; DICKSCHEN, F.; ALTIERI, M. A. Seasonal and spatial population loads of 
a tropical insect: the case of the coffee leaf-miner in Mexico. Ecological Entomology, 
p.159-167, 1994. 

 

NEVES, A.D.; Estimativa do nível de dano de Orthezia praelonga DOUGLAS, 1891 e de 
Leucoptera coffeella (Guérin-Mèneville, 1842) por variáveis fisiológicas vegetais. 76p, 
2004. Dissertação (Mestrado) - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz-USP,  
Piracicaba. 

 
NIEVES-CORDONES, M.,MARTINEZ-CORDERO, M.A.,MARTINEZ, V., RUBIO, F., 
2007. AnNH4+sensitive component dominates high-affinity K+ uptake in tomato plants. 
Plant Science 172, 273–280, 2007. 
 

NOTLEY F.B. The Leucoptera leaf miners of coffee on Kilimanjaro. I. Leucoptera coffeella, 
Guér.. Bolletin of Entomological Research, London, v.9, p.339-416. 1948. 

 

ORSEL, M.; KRAPP, A.; DANIEL-VEDEL, F. Analysis of the NRT2 Nitrate Transporter 
Family in Arabidopsis. Structure and Gene Expression. Plant Physiology, v.129, p.886-
896, 2002. 

 



 

64 
 

OUDHIA, P.; PANDEY, N.; TRIPATHI, R. S.; GANGULI, R. N. Effect of different 
fertility levels on the gall midge (Orseolia oryzae) infestation in hybrid rice. Insect-
Environment, v.4, p.66-67, 1998. 

PAINTER, R. H. Insect resistance in crop plants. New York, MacMillan, 1951. 520p 

 

PARRA, J.R.P. Bioecologia de Perileucoptera caffeella (Guérin-Mèneville, 1842) 
(Lepdóptera – Lyonetiidae) em condições de campo. 114p. 1975. Tese (Doutorado) - Escola 
Superior de Agricultura Luis de Queiroz-USP, Piracicaba. 

 

PARRA, J.R.P. Biologia comparada de Perileucoptera coffeella (Guérin-Meneville, 1842) 
(Lepidoptera - Lyonetiidae) visando ao seu zoneamento ecológico no Estado de São Paulo. 
Revista Brasileira de Entomologia. v.29, p.45-76, 1985. 

 

PAULINI, A.E., I.P.R., ANDRADE, J.B., MATIELLO, Z. MANSK E A.J. PAULINO. 
Eficiência de controle do Bicho-mineiro do café (Perileucoptera coffeella Guér-Mèn., 1842) 
e sua relação com produtividade. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS 
CAFEEIRAS, 3., 1975, Curitiba. Resumos... Rio de Janeiro: IBC/GERCA, 1975. p.1-3.  

 

PERRENOUD, S. Potassium and Plant Health. 2.ed. Bern/Switzerland: IPI Research, 1990. 
365p. (Topics n.3) 

 

PHELAN, P.L.; NORRIS, K.H.; MASON, J.F. Soil-Management history and host 
preference by Ostrinia nubilalis: Evidence for plant mineral balance mediating insect-plant 
interactions. Enviromental Entomology, v.25, p.1329-1336, 1996. 

PINTO, F.O.; MALUF, M.P.; GUERREIRO-FILHO, O. Study of simple sequence repeat 
(SSR) markers from coffee expressed sequences associated to leaf-miner response. 
Pesquisa Agropecuária Brasileira, v.42, n.3, p.377-384,  2007. 

 

POULSEN C.; PODENPHANT, L. Expressed sequence tags from roots and nodule 
primordia of Lotus japonicus infected with Mesorhizobium loti. Molecular Plant- Microbe 
Interactions, v.15, p.376-379, 2002. 

 

PRICE, P. W. The plant vigor hypothesis and herbivore attack. Oikos, v.62, p.244-251, 
1991. 

 

RAIJ, B.V.; CANTARELLA, H.; QUAGGIO, J. A.; FURLANI, A. M. C.  
Recomendações de adubação e calagem para o Estado de São Paulo, segunda edição 
(Boletim 100). Campinas: Instituto Agronômico, 1996 (Boletim técnico). 



 

65 
 

 

RAMIRO, D.A. Alterações histoquímicas em genótipos resistentes e suscetíveis ao 
bicho-mineiro-do-cafeeiro. 2003, 73p. Dissertação (Mestrado) - Instituto Agronômico, 
Campinas. 

 

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

 

REIS, P.R.; SOUZA, J.C. manejo integrado do bicho-mineiro do cafeeiro Perileucoptera 
coffeella (GUÉRIN-MENÉVILLE) (Lepdóptera-Lyonetiidae), e seu reflexo na produção de 
café. Anais da Sociedade Entomológica do Brasil, v.25, p. 77-82, 1998. 

 

SAGI, M.; FLUHR, R. Superoxide production by plant homologues of the gp91(phox) 
NADPHoxidase: Modulation of activity by calcium and by tobacco mosaic virus infection. 
Plant Physiology, v.126, p.1281-1290, 2001. 

 

SAMBROOK, J.; HUSSELL, D.W. Molecular Cloning Laboratory Manual. 3th ed. New 
York: Cold Spring Harbor Press, 2001. ?p. 

 

SCHEIBLE,  W.R.; MORCUENDE, R.; CZECHOWSKI, T.; FRITZ, C. Genome-wide 
reprogramming of primary and secondary metabolism, protein synthesis, cellular growth 
processes, and the regulatory infrastructure of Arabidopsis in response to nitrogen. Plant 
Physiology, v.136, p.2483-2499, 2004. 

 

SHIN, R.; BERG, R,H.; SCHACHTMAN, D.P. Reactive oxygen species and root hairs in 
Arabidopsis root response to nitrogen, phosphorus and potassium deficiency. Plant Cell 
Physiology, v.46, p.1350-1357,2005. 

 

SINGH, R. P.; YAZDANI, S. S.; VERMA, G.D.; SINGH, V. N. Effect of different 
levels of nitrogen, phosphorus and potash on aphid infestation and yield of mustard. Indian 
Journal of Entomology, v.57, p.18-21, 1995. 

 

SÖNDAHL, M.R.; SHARP, W.R. High frequency induction of somatic embryos in cultured 
leaf explants of Coffea arabica L. Zeitschrilt Pflanzenphysiologie, Stuttgart, v.81, p.395-408, 
1977. 

 

SOUZA, J. C.; REIS, P.R. Bicho mineiro: biologia, danos e manejo integrado. Belo 
Horizonte: EPAMIG, 1992. 28p. (Boletim Técnico, 37) 



 

66 
 

 

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

 

SPACKMAN, D.H.; STEIN, W.H.; MOORE, S. Automatic recording apparatus for use in 
the chromatography of amino acids. Analytical Chemistry, v.30, p.1190-1206, 1958. 

 

SPALDING, E.P.; HIRSCH. R,E.; LEWIS, D.R.; QI, Z.; SUSSMAN, M.R.; LEWIS, B.D.; 
Potassium uptake supporting plant growth in the absence of AKT1 channel activity. 
Journal Genomic Phsyiology, v.113, p.909–181,1999.  

 

SPEER, M. Observações relativas à biologia do "bicho mineiro das folhas do cafeeiro" 
Perileucoptera coffeella (Guérin-Méneville) (Lepidoptera-Buccolatricidae). Arquivos do 
Instituto Biológico de São Paulo, v.19, p.31-46, 1949. 

 

STOWE, K.A.; MARQUIS, R.J.; HOCHWENDER, C.G.; SIMMS, E.L. The evolutionary 
ecology of tolerance to consumer damage. Annual Review Ecology  System, v.31, p.565-
595,2000. 

 

TAIZ, L., ZEIGER, E. Metabólitos Secundários. In: TAIZ L. ZEIGER, E. Fisiologia 
vegetal. 3. Ed.  Porto Alegre: Artmed Editora,  2004. p. 309-332.  

 

THOMAZIELLO, R.A.; TOLEDO-FILHO, J.A.; OLIVEIRA, E.G. Guia para identificação 
das deficiências minerais, toxidez, distúrbios fisiológicos, pragas e doenças do cafeeiro. 
Campinas: Coordenadoria de Assistência Técnica Integral, 1979. 81p.  

 

THOMAZIELLO, R.A. Manejo integrado de pragas, doenças e plantas daninhas em café. In: 
SIMPÓSIO INTERNACIONAL DE MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS, DOENÇAS E 
PLANTAS DANINHAS, 1., 1987, Campinas. Anais... Campinas: ANDEF, 1987. p.155-170. 

 

THOMPSON, J.D.; HIGGINS, D.G.; GIBSON, T.J. CLUSTAL W: Improving the 
sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, 
position-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research, v. 11, 
p.4673-4680,1994. 
 
TRUEMAN,L.J., RICHARDSON,A. AND FORDE,B.G. Molecular cloning of higher plant 
homologues of the high-affinity nitrate transporters of Chlamydomonas reinhardtii and 
Aspergillus nidulans. Gene, v. 175, n.1-2, p., 223-231, 1996. 

 



 

67 
 

VILLACORTA, A.; PIZZAMIGLIO, M.A., Lagartas mede-palmos Lepdóptera: 
Geometridae) em cafeeiro: Danos causados e métodos de controle. Curitiba: IAPAR, 1980. 
14p. (Circular 17) 

 

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

 

WANG ,R.; GUEGLER, K.; LABRIE, S.T.; CRAWFORD, N.M. Genomic analysis of a 
nutrient response in Arabidopsis reveals diverse expression patterns and novel metabolic 
and potential regulatory genes induced by nitrate. Plant Cell,v.12, p.1491-1509.2000. 

 

WANG, L.; HALITSCHKE, R.; KANG, J.H.; BERG, A.; HARNISCH, F.; BALDWIN I.T. 
Independently silencing two JAR family members impairs levels of trypsin proteinase 
inhibitors but not nicotine. Planta, v. 226, p.159-167,2007. 

 

WARING, G.L.; COBB, N.S. The impact of plant stress on herbivore population dynamics. 
In: BERNAYS, E. (Ed.). Insect-plant interactions. CRC Press, 1992. v.4, p.167-226.  

 

WINTERMANS, J.F.G.M.; MOTS, A. De. Spectrophohometric characteristics of clorophylls 
a and b and their pheophytins in ethanol. Biochimica Biophysica Acta, v.109, p.448-453, 
1965. 
 

ZIMMERMANN,P., REGIERER,B., KOSSMANN,J., FROSSARD,E., AMRHEIN,N., 
BUCHER,M.  Differential expression of three purple acid phosphatases from potato 
JOURNAL   Plant Biology, v. 6, n. 5, p. 519-528, 2004. 


