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MARTARELLO, Fabio Henrique Herobetta. Aspectos bioquimicos e moleculares
relacionados a expressido de resisténcia do cafeeiro ao bicho-mineiro. 2009, 58p.
Dissertagdo (Mestrado em Genética, Melhoramento Vegetal e Biotecnologia) — Pds-
Graduacédo — IAC.

RESUMO

O Dbicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville) (Lepidoptera-Lyonetidae) ¢
considerado a principal praga da cultura cafeeira no Brasil. As lagartas desse lepiddptero
alimentam-se de células do tecido pali¢adico podendo causando danos severos aos cafeeiros,

queda prematura das folhas e por conseqiiéncia reduzindo a capacidade fotossintética e a
produgdo de frutos. A selecdo de cultivares resistentes de Coffea arabica vem sendo realizada
mediante transferéncia de genes de resisténcia presentes em C. racemosa em geracdes
avangadas do programa de melhoramento conduzido pelo IAC. Para tanto, plantas matrizes
foram avaliadas quanto ao nivel de resisténcia ao bicho-mineiro e posteriormente clonadas
pela técnica de embriogénese somética indireta, e as progénies assim obtidas foram avaliadas a
fim de se confirmar o grau de resisténcia. Parte dessas plantas foram conduzidas em quatro
condi¢des nutricionais distintas: presenca de nitrogénio e potéassio (+N+K), auséncia de
nitrogénio e presenca de potassio (-N+K), presenga de nitrogénio e auséncia de potassio (+N-
K) e auséncia de nitrogénio e potassio (-N-K). Apos confirmagdo da redug¢do dos teores
foliares destes nutrientes, folhas foram coletadas para novo teste de resisténcia com infestacao
em laboratorio e para andlises bioquimicas de aglcares totais soluveis, proteinas totais
soluveis, clorofila e aminoacidos totais e para analises de expressdao génica relativa para tanto,
foi realizado data minning para selegdo de genes ja conhecidos e estudados em plantas
modelos responsaveis pelo transporte e regulacdo de nitrogénio e potassio, desenho de primers
especificos e posterior analise dos niveis de expressao desses genes através da técnica de PCR
em Real Timer. Plantas resistentes com niveis reduzidos de nitrogénio e potassio mostraram
comportamento de plantas suscetiveis, pois permitiram o desenvolvimento larval e formagao
de lesdes. Estas mesmas plantas mostraram diferencas bioquimicas significativas nos teores de
acucares totais soluveis, proteinas totais soliveis e clorofila. Da mesma forma indicaram

padrdes diferenciados de expressdo génica relativa dos genes estudados. Verificou-se também
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que somente a reducdo dos niveis foliares de nitrogénio e potassio foi capaz de ativar a

expressao dos genes estudados.

Palavras-chave: Leucoptera coffeella, cafeeiro, potassio, nitrogénio, expressao génica, bicho-

mineiro, resisténcia
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MARTARELLO, Féabio Henrique Herobetta. Biochemical and molecular aspects on the
coffee tree resistance expression of coffee leaf miner. 2009. 58p. Thesis (Master in Genetic,
Plant Breeding and Biotechnology) — Post Graduate — CAL

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 INTRODUCAO

O Brasil, principal produtor e exportador mundial de café, tém nesta cultura um de seus
principais alicerces econdmicos. Estima-se que em todo o pais existam cerca de 6,2 bilhdes de
cafeeiros, distribuidos em 2,3 milhdes de hectares (CONAB, 2009). Estima-se que na safra de
2008/2009 sejam produzidos o equivalente a cerca de 37,5 milhdes de sacas beneficiadas,
composta de cerca de 74% de café arabica e 26% de café robusta. (CBP&D-CAFE, 2008).

A produgdo estd condicionada a diversos problemas de ordem fitossanitaria,
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 area fotossintética, provocando queda prematura das folhas e por conseqiiéncia
reducdo na producao (REIS e SOUZA, 1986,1998).

O controle quimico tem sido o principal método de manejo para a reducdo de
populagdes do inseto (SOUZA et al., 1998). Porém, observa-se que o uso continuo dessa
técnica tem gerado diversos problemas como a sele¢do de populagdes resistentes (FRAGOSO
et al., 2003), além de acarretar maiores custos de produ¢do (GUERREIRO-FILHO, 2006).

Cultivares de C. arabica resistentes ao bicho-mineiro vém sendo selecionadas mediante
transferéncia de genes presentes na espécie C. racemosa (MEDINA-FILHO et al., 1977a),
sendo essa caracteristica condicionada pela expressdo de dois genes complementares e
dominantes, denominados Lm/ Lm2 (GUERREIRO-FILHO et al., 1999).

A selegdo 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 correlacdo entre os resultados assim obtidos em laboratorio e aqueles
mensurados em campo (GUERREIRO-FILHO et al., 1990). As avaliagdes sdo realizadas cerca
de duas semanas ap6s a postura dos ovos, sendo as folhas destacadas, mantidas sobre espuma
plastica em camaras imidas.

Plantas resistentes apresentam, quando infetadas, lesdes pontuais ou filiformes e, por
conseqiiéncia reduzida area foliar danificada. No entanto, quando mantidas por longo periodo
nas caixas de testes,adaptadas para funcionarem como camaras umidas, as folhas das plantas

resistentes tornam-se amareladas e as lesdes pontuais ou filiformes presentes em plantas
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classificadas como resistentes evoluem em tamanho e estas plantas resistentes passam a
apresentar lesdes tipicas de plantas suscetiveis. Como hipdtese imagina-se que ocorra
degradagdo ou possivel interrupcdo na sintese compostos envolvidos na expressio da
resisténcia ao bicho-mineiro. Estes compostos estariam entdo presentes em niveis toxicos em
plantas resistentes, mas sua concentracao diminuiria com a senescéncia.

A influéncia da nutricdo e das condig¢des fisiologicas das plantas na incidéncia de
postura e no desenvolvimento das lagartas do bicho-mineiro sdo conhecidas. Os cafeeiros sdo
especialmente exigentes em relacdo aos macronutrientes nitrogénio e potassio. Ambos podem
conferir maior tolerancia ou suscetibilidade ao inseto. O nitrogénio tem importancia na
atividade fotossintética, na sintese de aminodcidos e de proteinas e por consequéncia na
sobrevivéncia de insetos. Inimeras pesquisas o relacionam também ao teor de metabolitos
secundarios e sua relagdo com o ataque de pragas. Por outro lado, o potéssio proporciona menor
sobrevivéncia de insetos em fungdo de seu papel na lignificagdo de tecidos e na sintese e transporte
de carboidratos (CAIXETA et al., 2004). Os autores observaram em seus estudos que a redugio no
teor de lignina, amido e agucares solveis totais se correlacionam com o aumento de postura e
desenvolvimento das lagartas de bicho-mineiro em plantas suscetiveis da cultivar Catuai Vermelho de
C. arabica.

Em nossos estudos o papel do nitrogénio e potassio na expressao da resisténcia foi avaliado
em plantas resistentes previamente selecionadas a partir da avaliagdo de progé€nies segregantes e
cultivadas em solugdo nutritiva com concentragdo normal ¢ auséncia dos nutrientes.

O avanco da biologia molecular e as técnicas para identificagdo de genes expressos
indicam que os danos podem levar a ativacdo transcricional de varios genes relacionados com
a resisténcia ao bicho-mineiro, especialmente em processos de stress biologicos, como genes
relacionados ao transporte e sinalizacdo de nutrientes. Dessa forma, paralelamente. foi avaliada a
expressao molecular de genes envolvidos na resposta dos cafeeiros, cultivados em substrato irrigado
com solugdo nutritiva com diferentes niveis dos macronutrientes nitrogénio e potassio, ao bicho-
mineiro.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes condigdes
nutricionais envolvendo os macronutrientes nitrogé€nio e potassio, na expressao de resisténcia

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

A producdo cafeeira estd condicionada a diversos problemas de ordem fitossanitaria,
destacando-se o bicho-mineiro das folhas do cafeeiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville)
(Lepidoptera - Lyonetidae).

O bicho-mineiro ¢ a principal praga da cultura cafeeira, podendo causar prejuizos
superiores a 50% na producdo (THOMAZIELLO et al., 1979). O inseto foi constatado pela
primeira vez no Brasil em 1851. Trata-se de praga mondfaga, ou seja ataca somente o cafeeiro
(REIS e SOUZA, 1986) e que possui esse nome por construir tuneis ou galerias no interior das

folhas, local onde alimenta-se apenas de células do parénquima palig¢adico.

2.1 Biologia do Inseto

O inseto ¢ um lepidoptero da familia Buccolatricidae possuindo hébito crepuscular
noturno (SPEER, 1949). As mariposas possuem cerca de 6,5 mm em envergadura com
coloragdo 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 lesdes que constroem entre as epidermes superior e
inferior, formando galerias ou tineis com margens irregulares de colorag¢do inicial amarelo-
palido e posteriormente acastanhado (CARDENAS, 1981; KORONNOVA e DE LA VEGA,
1985). Quando estdo completamente desenvolvidas, as lagartas possuem cerca de 3,5 mm e o
seu desenvolvimento ¢ classificado como holometabolico, passando pelas fases de ovo,
lagarta, crisalida (pupa) e adulto (SOUZA et al.; 1998). A espécie possui dimorfismo sexual
com relacdo sexual 1:1 (SPEER, 1949; PARRA, 1985).

12



2.1.1 Fase de ovo

Os ovos de L. coffeella sao 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 ovoposi¢ao das fémeas.
Em estudos conduzidos por PARRA (1985), ovos em maior niimero foram colocados por
fémeas mantidas a 27°C e umidade relativa proxima a satura¢do. Em plantas de cultivares
suscetiveis da espécie C. arabica, o periodo de duragdo da fase de ovos varia entre 4 e 6 dias,
sendo que cerca de 85% dos ovos sdo viaveis (PARRA, 1985). Resultados semelhantes sao
observados em espécies resistentes como C. millotti, C hummilis, entre outras (GUERREIRO-

FILHO, 1994)

2.1.2 Fase de lagarta

Apbs a eclosdo as lagartas de L. coffeella migram para o interior das folhas pela por¢ao
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 coloragdo marrom as areas
lesionadas. Elevadas temperaturas aliadas a alta umidade relativa encurtam a fase larval.
Porém, em temperaturas ao redor de 20°C a fase larval ¢ de 16 a 26 dias (PARRA, 1985).

A viabilidade das lagartas varia com a espécie hospedeira e com a idade das folhas,
sendo a sobrevivéncia menor em folhas jovens, principalmente devido a presenga de
substancias do metabolismo secundario da planta que possuem funcdo de protecdo contra a
herbivoria (BIGGER, 1969). Em C. arabica, hospedeiro natural do inseto, a mortalidade larval
¢ sobretudo devida a fatores ambientais como chuva ou ao controle exercido por inimigos
naturais. Em outras espécies de como C. stenophilla, C. racemosa e diversas outras espécies
diploéides do género Coffea, a viabilidade das lagartas ¢ muito baixa, assim como o dano

causado as plantas (GUERREIRO-FILHO et al., 1996)
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2.1.3 Fase de crisalidas

Ap6s o periodo larval, as lagartas transformam-se em crisalidas e deixam de se
alimentar, abandonando a lesdo, descendo por meio de um fio de seda por elas produzido,
encasulando-se nas folhas do tergo inferior (SOUZA et. al., 1998).

Estudos em laboratorio, realizados por PARRA (1985), em temperaturas variando entre
20°C a 35°C evidenciaram grandes variagdes na fase pupal. Temperaturas mais altas reduziram
a duracao desta fase, com emergéncia de adultos em 14 dias a uma temperatura de 20°C e 3,5
dias para 35°C. Nesta ultima, somente 25% dos insetos chegaram a fase adulta. Segundo o
mesmo autor, a temperatura ideal encontra-se no intervalo de 27°C a 30°C. A fase de pupa ¢
mais curta nas fémeas do que nos machos (NOTLEY, 1948; KATIYAR e FERRER, 1968).

Existe também forte influéncia por parte do hospedeiro na duracdo da fase de crisalida,
assim como na porcentagem de insetos que emergem passando a fase adulta. A porcentagem
de emergéncia ¢ proxima a 40% em C. arabica, enquanto em C. fetrdgona a porcentagem ¢

inferior (GUERREIRO-FILHO, 2006).

2.1.4 Fase adulta

Ap6s a fase de crisalida, que pode durar de 5 a 26 dias, emerge o adulto (SOUZA et al.,
1998). Em condigdes controladas de temperatura e umidade a longevidade dos insetos ¢ de
cerca de 14 dias e, em condigdes de campo, cerca de 5 dias. (PARRA, 1985). A alimentacao
com sacarose 10% alonga a durag¢do da fase adulta (NANTES e PARRA, 1978). Embora o
dano ao cafeeiro seja causado pelas lagartas, o conhecimento da fase adulta permite maior
eficacia no uso de diferentes métodos para o controle de populagdes da praga. Algumas
caracteristicas como fecundidade feminina, preferéncia por certos hospedeiros e
suscetibilidade a compostos quimicos sdo fundamentais nesse estdgio de vida do inseto
(GUERREIRO-FILHO, 2006). Os insetos preferem ovopositar em folhas verdes escuras a
amareladas (MATTOS, 2001).
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2.1.5 Capacidade e preferéncia de postura

Entre os diversos fatores que podem influenciar a capacidade de postura das fémeas,
destaca-se a alimentagdo. No campo, os adultos do bicho-mineiro-do-cafeeiro alimentam de
honey dew, solugdo agucarada excretada por afideos apos a suc¢ao de plantas (SPEER, 1949;
CROWE, 1964). J& em condigdes de laboratorio, NANTES e PARRA (1978), verificaram
entre os diversos agucares avaliados, que a solucao de sacarose a 10% foi mais efetiva para o
aumento do niimero e viabilidade dos ovos.

Os efeitos da temperatura na capacidade de postura das fémeas sdo também
importantes, sobretudo quando associados ao alimento ingerido. De acordo com PARRA
(1975), fémeas alimentadas com solu¢do de sacarose 10% em insetario mantido a 27°C
colocaram 2,1 vezes mais ovos do que aquelas ndo alimentadas. Em temperaturas mais
elevadas, de 30°C, observou-se o inverso, provavelmente devido a cristalizacdo do agtlicar
tornando-se indisponivel.

O niimero de ovos colocados por fémea ¢ bastante varidvel, sendo que em folhas de
cafeeiros suscetiveis foi em média de 75 ovos em 13,4 dias (NOTLEY, 1948), acompanhado
de um pico de ovoposicdo no quarto dia apds a emergéncia. Embora haja discordancia entre os
autores em relagcdo ao dia em que ocorre a maior postura, o numero de ovos por f€émea pode ser
superior a 130 (KATIVAR e FERRER, 1968; PARRA, 1975).

Alguns genoétipos sdo mais preferidos para ovoposicao em detrimento a outros e folhas
mais escuras de espécies e hibridos de Coffea sp. sao mais utilizadas para ovoposicdo. A
frequéncia de ovoposicdo ¢ também superior em folhas da cultivar Obata (IAC 1669-20),
quando comparada com a cultivar Catuai Vermelho (IAC 81), ambas de C. arabica (MATOS,
2001)

2.1.6 Consumo larval e nimero de geracoes

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

geracdes por ano (GALLO et al., 2002). NANTES e PARRA (1977), avaliando a biologia e
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danos de L. coffeella em trés variedades distintas de café relatou o consumo larval como sendo
de 1,15, 1,36, ¢ 1,0 cm® em 'Catuai’, "Mundo Novo’ e ‘Icatu’, respectivamente. De acordo
com resultados semelhante, porém obtidos por CONCEICAO (2005), a superficie média
lesionada por uma lagarta é de 1,1 cm” em folhas da cultivar Obatd (IAC 1669-20) ¢ 1,2 cm®
em folhas de Ouro Verde Amarelo (IAC 4397).

2.2 Controle do inseto

A grande dificuldade de controle do bicho-mineiro ¢ a determinagdo do nivel de dano
econdmico, sendo que, na maioria das vezes, o controle ¢ feito preventivamente, através de
inseticidas granulados sistémicos na época chuvosa ou através de pulverizagdes com
inseticidas fosforados ou piretroides na época seca (REIS e SOUZA, 1986). Com o uso
indiscriminado de produtos quimicos, aliado ao desconhecimento dos aspectos da entomofauna
cafeeira gerou-se uma série de problemas entomoldgicos (PARRA, 1985) e desequilibrio ao
agrossistema favorecendo o ataque de acaros e outras pragas (REIS e SOUZA, 1986).

Como conseqiiéncia, o bicho-mineiro (L. coffeella), que era um problema somente nos
periodos secos do ano, passou também a ocorrer no periodo chuvoso (PARRA, 1975),
causando consideraveis prejuizos (ALMEIDA, 1973, PAULINI et al., 1975). Outros insetos,
antes consideradas pragas esporadicas que eram mantidas em niveis equilibrados pelos seus
inimigos naturais, passaram a acorrer de forma sistematica nos Estados de Minas Gerais, Sao
Paulo, Espirito Santo e Parana (D’ANTONIO e PARRA, 1975; PAULINI et al., 1975;
VILLACORTA e PIZZAMIGLIO, 1980). Das recomendagdes iniciais, de BHC
(Hexaclorociclo-hexano) para controle de adultos e panation etilico para lagartas e os
sistémicos de jato dirigidos como thiamethoxan, aplicados ao tronco da planta, houve grande

evolucao em relacdo aos produtos quimicos usados para o controle de infestacdes.

2.3 Danos a planta

Como danos diretos, estdo as necroses na superficie das folhas, causando uma

consideravel reducio da atividade fotossintética (CIBES e PEREZ, 1957; WALKER e
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QUINTANA, 1969; MAGALHAES, 1964). NEVES (2004) verificou taxas de 87%, 55% e
18% de atividade fotossintética em folhas com 0-25%, 26-36% ¢ 37-100% de areca foliar
lesionada, respectivamente. As lesdes promoveram também redugdo no fluxo de agua, de
minerais e de compostos organicos (KORONOVA et al., 1985).

A perda de area foliar at¢ o més de julho impede a formagdo de brotos florais nos
meses de setembro a outubro, prejudicando a formagdo de frutos assim como, uma desfolha
entre os meses de agosto e outubro (SOUZA, et. al., 1998).

A maior incidéncia de ataque ¢ em folhas do terceiro e quarto internoédios das plantas
(NANTES E PARRA, 1977), o que acentua os prejuizos causados pela praga, pois a atividade
fotossintética ¢ superior nos referidos internodios (KUMAR, 1976).

A queda das folhas minadas ¢ mais acentuada no ter¢o superior da copa e as perdas de
producdo tém relacdo direta com a intensidade de ataque e o periodo que ocorrem (SOUZA et
al., 1998).

As perdas na produgdo atingem valores de 30 a 80% devido a ocorréncia de
senescéncia precoce das folhas antes que a planta passe pela renovacdo das mesmas
(THOMAZIELLO, 1987; MATIELLO, 1991; SOUZA e REIS, 1992; REIS e SOUZA, 1996).
Tal senescéncia ¢ provocada pelo aumento dos niveis de etileno (SOUZA et al., 1998)
principalmente em lesdes proximas ao peciolo (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 redugdo da matéria seca no caule, 60% nas raizes 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 deficiéncia hidrica no desenvolvimento larval ainda ndo foi completamente
elucidado mas, sabe-se que plantas expostas ao déficit hidrico sdo mais danificadas e as lesdes

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

2.4 Resisténcia do cafeeiro ao bicho-mineiro e introgressao de genes de C. racemosa

O uso de cultivares resistentes pode oferecer iniimeras 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 resisténcia presente em C. racemosa ¢ de
natureza dominante, podendo ser determinada pela presenga de um par de alelos com
modificadores. Estudos realizados por GUERREIRO-FILHO et al. (1999) evidenciaram porém
que dois genes complementares ¢ dominantes em C. racemosa, denominados Lml e Lm2
conferem resisténcia ao inseto. E possivel que haja na expressdo da resisténcia ao inseto,
alguns genes modificadores sugeridos por MEDINA-FILHO et al. (1977b) haja visto a
freqiiente incidéncia de desvios nas andlises de segregacdo de progénies obtidas por
autofecundacdo ou retrocruzamentos de plantas resistentes com cultivares suscetiveis ao
inseto.

Existem, segundo DAVIS (2006), entre 103 espécies do género Coffea. Dessas, 25
espécies ja foram avaliadas e selecionadas quanto a resisténcia ao inseto, sendo a grande

maioria consideradas resistentes (Tabela 1).

Tabela 1. Cafeeiros dos géneros Coffea e Psilanthus e seus niveis de resisténcia. Adaptado de

MATOS (2001).

Espécie Nivel de Referéncias bibliograficas
resisténcia
C. arabica S MEDINA-FILHO et al. (1977a)
C. canephora MS MEDINA-FILHO et al. (1977a)
C. congensis MS MEDINA-FILHO et al. (1977a)
C. kapakata MR MEDINA-FILHO et al. (1977a)
C. eugenioides MR MEDINA-FILHO et al. (1977a)
C. stenophylla R SEIN (1942); CARDENAS (1981); MEDINA-
FILHO et al. (1977a)
C salvatrix R MEDINA-FILHO et al. (1977a)
C racemosa MR MEDINA-FILHO et al. (1977b)
C. liberica var. dewevrei MR SPEER (1949); MEDINA-FILHO et al. (1977a)
C. liberica var liberica R MEDINA-FILHO et al. (1977a)
C. brevipes R GUERREIRO-FILHO et al. (1991, 1994)
C. sessiliflora MS GUERREIRO-FILHO (1994)
C. sp Moloundou’ R GUERREIRO-FILHO (1994)
C. humilis MR GUERREIRO-FILHO (1994)
C. jasminoides R GUERREIRO-FILHO (1994)
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P. travancorensis MS MEDINA-FILHO et al. (1977b); GUERREIRO-
FILHO (1994)

GUERREIRO-FILHO (1994)

C. perrieri MS

C. tetragona MR GUERREIRO-FILHO (1994)
C. tsirananae MR GUERREIRO-FILHO (1994)
C. resinosa MR GUERREIRO-FILHO (1994)
C. millotii MR GUERREIRO-FILHO (1994)
C bertrandii MR GUERREIRO-FILHO (1994)
C. dolichophylla MR GUERREIRO-FILHO (1994)
C. farafaganensis R GUERREIRO-FILHO (1994)
C. bonnieri MR GUERREIRO-FILHO (1994)
C. vatovavyensis MS GUERREIRO-FILHO (1994)

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

No programa de melhoramento desenvolvido pelo IAC, a espécie C. racemosa foi
escolhida como fonte de resisténcia (GUERREIRO-FILHO et al., 1990), pois além da
resisténcia ao inseto (MEDINA-FILHO et al., 1977b), a espécie confere também tolerancia a
seca e apresenta maturacdo precoce dos frutos (COSTE, 1954; LEVY et al., 1989),
caracteristicas de grande interesse agrondmico. A espécie apresenta intenso florescimento e
elevado potencial produtivo, cruzando-se com relativa facilidade com C. arabica, espécie
alotetraploide 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 semelhanca ao
cultivar Bourbon Vermelho de Coffea arabica. Sdo resistentes ao bicho-mineiro e foram
selecionados como parentais doadores nos primeiros cruzamentos dirigidos com cultivares de
C. arabica resistentes a ferrugem do cafeeiro (MATOS, 2001).

Atualmente, uma populacdo de plantas pertencentes a sexta geracdo de
retrocruzamentos (RC¢) vem sendo avaliada em ensaios de campo a partir de selegcdo precoce.

Progénies de plantas selecionadas nestes ensaios foram usadas no presente trabalho.
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2.5 Aspectos fisiologicos, nutricionais do cafeeiro na resisténcia ao bicho-mineiro

O cafeeiro apresenta grande demanda por nutrientes, em especial nitrogénio (N) e
potassio (K) e conforme verificado em outras culturas, teores foliares de nitrogénio e potassio
podem conferir tolerancia, como suscetibilidade ao inseto (CAIXETA et al., 2004).

O nitrogénio possui importancia para a sintese de aminoacidos e proteinas assim como
para o crescimento vegetativo, retardando a maturacao de frutos e a lignificagdo dos tecidos.
Quantidades elevadas de N também aumentam os teores de aminoacidos e proteinas nas
folhas, enquanto que uma correta adubagao potassica eleva tal lignificagdo dos tecidos.

A disponibilidade de nutrientes minerais para as plantas modifica sua composi¢ao
quimica, influenciando os teores e propor¢des dos nutrientes (proteinas, carboidratos,
minerais) para os insetos. O nitrogénio € o nutriente que mais alteragdes causa na composicao
quimica da planta, sendo que em altos niveis de nitrogénio, os teores de proteinas e
aminoacidos soluveis na folha tendem a aumentar e o teores de agucares diminuem, além de
retardar a maturacdo dos tecidos e diminuir sua lignificagdo (TAIZ e ZEIGER, 2004;
MARSCHNER, 1995).

O potéssio, em contrapartida, parece aumentar a lignificacdo 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 fisioldgico da planta
(NESTEL et al., 1994). Quando as plantas sofrem algum estresse como, por exemplo,
deficiéncia nutricional, a eficiéncia das vias bioquimicas de sintese de compostos estruturais
diminui, causando o acimulo de aminoacidos e agucares livres nos tecidos (PHELAN et
al.,1996).

Em geral, o nitrogénio aumenta e o potassio reduz a incidéncia de pragas nas
culturas (MARSCHNER, 1995). Porém, existem estudos demonstrando que a fertilizacao
potassica elevada e a nitrogenada reduz o ataque de pragas (WARING et al.,1992).

Quando diferencas em niveis nutricionais ocorrem, as plantas respondem através de
modificagdes em sua fisiologia e morfologia (HODGE, 2004). A raiz ¢ usualmente o local
primario da percepcao de deficiéncias nutricionais, a partir desse estadio o metabolismo se

reorganiza para iniciar o consumo das reservas de nutrientes e estas reduzidas a niveis
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criticos, um efeito dominante apresentado nas células vegetais sdo as alteragdes ocorridas
no potencial de membranas.

No caso da deficiéncia potéssica, as células ficam hiperpolarizadas (SPALDING et al.,
1999) e de nitrogénio as células sofrem despolarizagdo. Além das mudangas em nivel celular,
varias alteragdes metabolicas a nivel transcricional podem ser detectadas. Segundo WANG et
al. (2000) estas mudancas podem ser verificadas em cerca de uma hora ou menos apds indugao
de deficiéncia em algumas espécies vegetais.

Em relagdo a sinalizagdo da deficiéncia adquirida, alguns genes responsaveis pelo
transporte de nutrientes ja sdo conhecidos tais como os envolvidos no transporte e sinaliza¢ao
do nitrogénio 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
potassio podemos citar KEAS (K+ efflux antiporter 5) e HAKS (high-affinity potassium
transporter) (SCHEIBLE et al., 2004).

Muitos compostos nitrogenados sdo conhecidos na literatura por atuarem efetivamente
na interacdo entre hospedeiro e praga, destacando-se os alcaldides, que constituem uma
grande familia com cerca de 15000 substincias, encontrados em aproximadamente 20% das
plantas vasculares. Entre eles podemos citar a cafeina, nicotina, atropina, entre outras.
Acredita-se que a maior parte deles funcione como defesa contra predadores (TAIZ e
ZEIGER, 2004).

Os alcaldides atuam como protetores ao ataque de insetos. Em C. arabica os extratos
foliares além de serem completamente desprovidos de protecdo mecanica, sdo altamente
nutritivos para muitos insetos fitofagos. Entretanto, estudos conduzidos por GUERREIRO-
FILHO e MAZZAFERA (2000), indicaram que a cafeina, alcaldide abundante nas folhas do
cafeeiro, ndo possui nenhuma relacdo com os mecanismos de resisténcia ao inseto, seus teores
ndo apresentaram diferengas expressivas em folhas de plantas suscetiveis e resistentes.

Outra categoria de compostos, os fenolicos, também desempenham grande papel na
defesa contra herbivoria (TAIZ e ZEIGER, 2004). Porém estudos realizados por RAMIRO
(2003) referentes a dosagem e atividade das enzimas polifenoloxidade (PPO), peroxidade (PO)
e do acido clorogénico, ndo revelaram diferencas significativas entre plantas suscetiveis 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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histologicos, tais como espessura e estrutura do parénquima pali¢adico em folhas de plantas
suscetiveis e resistentes, diferengas expressivas nao foram verificadas.

O parénquima paligadico 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 suscetivel a praga. No entanto,
quanto sdo comparadas plantas resistentes e suscetiveis de uma mesma progénie de geragdes
avancadas do programa de melhoramento desenvolvido pelo IAC, ndo existem diferengas
significativas entre as plantas. Por isso, o autor, sugere que as caracteristicas anatomicas
avaliadas ndo devem estar relacionadas com o mecanismo de resisténcia a L. coffeella. As
diferencas entre as espécies C. arabica e C. racemosa tém uma importante componente
genética, e devem ser consideradas, segundo RAMIRO (2003), como caracteristicas das
espécies parentais.

Estudos com varios niveis de fertilizagdo nitrogenada e, ou potéssica véem indicando
que o nitrogénio aumenta e o potassio diminui o ataque de pragas (PERRENOUD, 1990;
WARING e COBB, 1992). Plantas de tomate com altos teores foliares de nitrogénio 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, correlacio positiva entre
a adubac¢ao nitrogenada e o ataque de Orseolia oryzae Wood-Mason. SINGH et al. (1995)
constataram que o acréscimo na disponibilidade de nitrogénio induz a um maior ataque de
Lipaphis erysmi Kalt. (Hemiptera: Aphididae) em Brassica juncea, e que a adubagdo com

potassio e nitrogénio reduz, significativamente, o ataque desta praga.

2.6 Sinalizacio e inducio a mecanismos de defesa nas plantas

Os mecanismos de defesa vegetal frente a herbivoria podem ser classificados em trés
distintas formas: defesa direta, indireta ou tolerancia (KARBAN e BALDWIN, 1997).
A defesa direta ¢ aquela caracterizada por caracteristicas inerentes a propria planta ou

seja, presenga de tricomas, silica, metabolitos primarios e secundarios (DUFFEY e STOUT,
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1996) assim como, inibidores de proteases (proteinas antidigestivas) e enzimas que possuem
ativacdo 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 a herbivoria ¢ também atribuido a agdo de
certos hormoénios, sendo os mais comuns jasmonatos, salicilatos e etileno (KAHL et al.,2000),
entre estes a sinalizacdo para a sintese de jasmonato parece ser a rota central do processo, bem
como a associacdo com outras substancias, como alguns aminoacidos, 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 niveis de resisténcia de algumas espécies frente a herbivoria. A defesa indireta pode ser
relacionada ao mecanismo de antibiose proposto por PAINTER (1951), ou seja, trata-se de
mecanismos de resisténcia que interferem diretamente no mecanismo do inseto. Na
classificacao triangular de PAINTER (1951) ela equilibraria a ndo-preferéncia, ou antixenose,
como preconizado por KOGAN (1978). Trata-se de mecanismo de defesa relacionado ao
comportamento do inseto em relagdo a alimentacgao, postura ou abrigo.

Sdo considerados mecanismos indiretos de defesa aqueles que indiretamente
prejudicam o herbivoro, como por exemplo, compostos volateis que atraem inimigos naturais
dos herbivoros, controlando a sua populacdo (KARBAN e BALDWIN, 1997).

A tolerancia pode ser definida pelo ndo comprometimento da planta em um estado
geral frente ao dano causado pelo ataque de um inseto, tais como caracteristicas morfologicas,
reserva de fotoassimilados aliado a respostas fisiologicas (STOWE et al., 2000).

Segundo PAINTER (1951), as plantas sdo capazes de lancar mao de mecanismos

alternativos e superar, em termos produtivos, por exemplo, as suscetiveis.

2.7 Emprego da biologia molecular

A expressao de RGAs (genes analogos de resisténcia) em plantas resistentes e
suscetiveis a partir de cruzamentos entre C. arabica ¢ C. racemosa avaliados em testes de
infestacdo, por metodologia de RT-PCR, indicaram que genes do tipo RGA ndo sao

diretamente responsaveis pela resisténcia do cafeeiro ao bicho-mineiro (MALUF e
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GUERREIRO-FILHO, 2005). PINTO et al.(2007) avaliaram os padrdes de segregacao de
locos SSR a partir da bancos ESTs do genoma do café, porém nao foram detectadas diferencas
polimérficas significativas em plantas resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro.

No entanto, analises nos padroes de segregagao de locus SSR a partir de bancos ESTs
do genoma do café, ainda em desenvolvimento, parecem ser promissores, quanto a possiveis
alelos que co-segregam caracteristicas de resisténcia 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
expressao génica (BERSALOBRES, 2004) e as novas técnicas para a identificagdo de genes
expressos diferencialmente t€ém levado a percepcao de que os danos e lesdes causadas por
herbivoros conduzem a ativagao transcricional de centenas de genes. Em Nitotiana attenuata,
manifestacdes diferentes e microarranjos especializados foram utilizados para identificar uma
série de genes que respondem a herbivoria por Manduca sexta. Pelo menos 73 genes
reguladores diferentes foram identificados, incluindo genes envolvidos diretamente na defesa,
sinalizag¢do de defesa ou produgdo de compostos de defesa (HERMSNEIER et al., 2001).

CHEONG et. al (2002) observaram que em Arabidopsis, aproximadamente 8% dos
genes transcritos sao regulados pela ocorréncia de ferimentos. Muitos dos genes induzidos nao
tém qualquer funcdo obvia defensiva e alguns dos genes sdo reprimidos pela ocorréncia de
ferimentos, sugerindo que a planta ndo estd apenas ativando defesas, mas também
parcialmente reorganizando seu metabolismo para lidar com o estresse. Desta forma, muitas
das mudancas transcricionais observadas refletem a um ajuste do metabolismo, transdugdo de
sinal e outros processos celulares.

Sequéncias anonimas de clones de cDNA (ESTs) tém se tornado um meio rapido e
efetivo de obten¢do de informagdo sobre a expressdao de genes e a capacidade de codificagao
em plantas, em particular para espécies que ainda ndo possuem seu genoma totalmente
seqlienciado, como por exemplo o cafeeiro. Esta abordagem tem sido aplicada com sucesso
para identificar genes expressos em tecidos especializados e Orgdos, e para ajudar na
identificagdo dos genes envolvidos em processos especializados, tais como sintese de
monoterpeno e fenilpropeno em tricomas glandulares (LANGE et al., 2000; GANG et al.,
2001), fragrancia em rosas (GUTERMAN et al., 2002) e formacao de nddulos de fixagdo de
nitrogénio (GYORYEY et al., 2000; POULSEN e PODENPHANT, 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criacao de insetos em laboratorio

Uma criacdo de L. coffeella foi mantida em laboratdrio para a avaliagdo do nivel
de resisténcia dos cafeeiros durante a condugdo dos experimentos. A metodologia de criacao
adotada seguiu os critérios descritos por KATYAR e FERRER (1968), com adaptagdes
propostas por PARRA (1985). Foram utilizadas gaiolas de 60 x 60 x 60 cm, semelhantes as
descritas por KATYAR e FERRER (1968), constituidas por uma armagao e fundo de madeira,
sendo as paredes laterais e a parede superior revestidas por tecido denominado “voil”,
permitindo circulagdo do ar em seu interior.

As gaiolas foram mantidas em laboratorio com temperatura de 27°C "~ 3°C, umidade
relativa de 70% ™~ 10% e fotoperiodo de 14 horas, condi¢des que permitem maior obtencio de
insetos em ciclos mais curtos (PARRA, 1985). Os adultos foram alimentados com solucao de
sacarose a 10% (NANTES e PARRA, 1978), fornecida em papéis filtro umedecidos e
mantidos na superficie superior da gaiola.

Mudas de cafeeiros suscetiveis de C. arabica cultivar Obatd IAC 1169-20 foram
utilizadas para a multiplicagdo dos insetos, sendo que o nimero de mudas nas gaiolas foi
determinado em fung¢do do estdgio de desenvolvimento das plantas e da densidade
populacional dos insetos nas mesmas. Como as posturas sdo realizadas nas folhas
preferencialmente a noite, as mudas foram substituidas diariamente mantidas nas mesmas
condicdes de criacdo. Apos quinze a vinte dias da infestacdo, folhas contendo grande nimero
de crisalidas foram destacadas das plantas e introduzidas nas gaiolas, para emergéncia dos

adultos, iniciando-se assim novo ciclo do inseto.

3.2 Selecao e clonagem das plantas matrizes

Plantas suscetiveis e resistentes foram selecionadas para o estudo em um ensaio de
progénie, EP 473, instalado no Centro Experimental de Campinas do IAC. As matrizes foram

selecionadas em fun¢ao do nivel de resisténcia apresentado. Para tanto, folhas destacadas dos
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cafeeiros H14954-46 e Catuai 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 atribui¢do de 1 a 4 pontos em fun¢ao do

tipo de reagdo das lesdes (Tabela 2).

IAC1195 X Blue Mountain

22 crs 44 crs

4 crs H4782-7-882

C2818 EP221 IACR]

C1841 EP369 IAC 62

Figura 1. Genealogia das progénies empregadas neste estudo.

Clones das matrizes H14954-46 e Catuai Vermelho (IAC 99) foram obtidos a partir de
explantes foliares submetidos a embriogénese somatica indireta segundo método proposto por
SONDHAL e SHARP (1977). O método consiste basicamente de duas fases, a primeira ¢
chamada de calogénese ou inducdo de calos e a segunda por embriogénese, onde ocorre a

formagao dos embrides somaticos.

Tabela 2. Classificacdo das plantas quanto ao nivel de resisténcia ao inseto determinado pelo

tipo de reagdo das lesdoes (RAMIRO, 2003)

Tipo de reacio Descricao Classificacao
1 Lesdes pontuais Resistentes
2 Lesoes filiformes pequenas Moderadamente resistente
3 Lesoes grandes e irregulares Moderadamente suscetivel
4 Lesdes grandes e arredondadas Suscetivel
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3.3 Avaliacao do nivel de resisténcia das progénies clonais.

Ap0s o processo de embriogénese somatica indireta, avaliou-se a resisténcia das
plantas obtidas. Os cafeeiros clonais das matrizes H14954-46 ¢ a Catuai Vermelho IAC 99
foram classificados quanto a resisténcia através do mesmo critério preconizado por RAMIRO
(2003), descrito no item 3.2, sendo clones da cultivar Catuai 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 criagdo, onde permaneceram uma noite. Apds este
periodo elas foram transferidas e mantidas em camaras imidas por cerca de quinze dias, tempo

suficiente para o aparecimento e avaliagdo das lesdes foliares.

3.4 Cultivo de cafeeiros resistentes e suscetiveis em substrato irrigado com soluc¢io

completa de nutrientes

As progénies clonais obtidas por embriogénese somatica indireta das plantas
matrizes resistentes (H14954-46) e suscetiveis (Catuai Vermelho) foram transferidas para
casa de vegetacdo nas dependéncias do Centro de Café “Alcides Carvalho” do IAC,
totalizando 12 plantas de cada genotipo. Estes foram transplantados para vasos de 20 cm de
altura e 9 cm de didmetro contendo 0,12 cm® de areia lavada (Figura 2) .

Diariamente as plantas foram irrigadas com 25mL de solugdo nutritiva completa
(+N+K)) segundo proposto por MARTINEZ (1999), a composicao das solugdes empregadas

nesta fase experimental ¢ detalhada na tabela 3.
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Figura 2. Aspecto das plantas durante condug@o dos ensaios em casa de vegetacdo nos

diferentes tratamentos aplicados.
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Tabela 3: Concentragdo em em mmol L das solugdes estoques utilizadas no preparo das
solucdes nutritivas completa (+N+K) e com niveis variaveis de nitrogénio e potassio usadas

no cultivo de cafeeitos resistentes € suscetiveis ao bicho-mineiro.

Soluc¢des nutritivas de cultivo

Solucio estoque

+N+K -N+K +N-K -N-K
Ca(NO;),.H20 5 0 5 0
KNO3 5 0 0 0
MgS0O4.7H,O 2 2 2 2
KH,PO4 1 0 0 0
Ca(H,PO4),.H,0 0 10 10 10
K»S04 0 5 0 0
CaS04.H>0 0 20 0 0
Micronutrientes 1 1 1 1
Ferro - EDTA 1 1 1 1

3.5 Avalia¢do do estado nutricional das plantas

Trés meses apos o transplante para os vasos e cultivo em areia com irrigacao diaria
de solucdo nutritiva completa (+N+K), avaliou-se o estado nutricional dos clones
resistentes (H 14954-46) e suscetivel Catuai Vermelho, através de andlise foliar, com
atencao especificamente voltada para os macronutrientes nitrogénio e potassio.

Para a determinacdo dos niveis foliares de nitrogénio empregou-se o método de
digestdo sulfurica para obtengdo dos extratos, sendo a quantificagdo realizada pelo método
semi-micro-Kjedahl (MALAVOLTA et al., 1989).No que concerne as dos teores potassio,
a extragcdo foi realizada pelo método da digestdo nitro-perclorica, sendo a quantificagdo

determinada por fotometria da chama de emissao (MALAVOLTA et al., 1989).
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3.6 Reducdo dos niveis nutricionais dos macronutrientes nitrogénio e potassio nos

clones

Apo6s analise foliar realizada 3 meses apoOs o transplante para substrato de areia e
irrigagdo com niveis distintos de nutri¢cdo, sendo os clones divididos em quatro grupos
distintos: a) presenca de nitrogénio e potassio (+N+K) ; b) auséncia de nitrogénio e
presenca de potassio (-N+K); ¢) auséncia de nitrogénio e presenga de potassio (-N+K) e d)
auséncia de nitrogénio e de potassio (-N-K). As solu¢des nutritivas empregadas na irrigagao
das plantas bem como, suas concentragdes encontram-se descritos na tabela 3.

As plantas foram irrigadas diariamente durante 120 dias com 25mL de solugdo
nutritiva de acordo com cada tratamento, sendo a) +N+K, b) -N+K, ¢) +N-K e d) -N-K ¢

dispostas em caixas plésticas contendo trés clones de cada planta matriz.

3.7 Avaliac¢io do estado nutricional das plantas apos reducio dos niveis nutricionais

Quatro meses ap6s o inicio das irrigacdes dos clones resistente H14954-46 e
suscetivel Catuai Vermelho TAC 99 com solu¢do nutritiva em niveis variados dos
macronutrientes nitrogénio e potdssio, realizou-se nova anélise foliar. Novamente, cerca de
5 folhas de cada clone foram destacadas e agrupadas em 8 amostras caracterizadas pelo
nivel de resisténcia e da solug¢ao nutritiva usada no cultivo (+N+K, -N+K, +N-K, -N-K). As
técnicas de extragdo e determinagdo dos teores foliares de nitrogénio e potassio foram as

mesmas descritas no item 3.5.

3.8 Avaliacao do nivel de resisténcia das plantas apés reducio dos niveis nutricionais

A resisténcia dos clones foi novamente avaliada apds quatro meses de cultivo em
areia e irrigacdo didria com as diferentes solugdes nutritivas com variagdes nas
concentracdes de nitrogénio e potassio (Tabela 3).

A avaliacdo foi realizada com apenas uma planta por tratamento em funcdo da

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

laboratorio de criagdo de insetos até avaliacao.

3.9 Analises quimicas de folhas de clones resistentes e suscetiveis apés reducio dos

niveis nutricionais

Com o proposito de analisar possiveis diferencas bioquimicas especialmente em
compostos relacionados ao metabolismo de nitrogénio e potéssio, folhas do clone H14954-
46 e Catuai Vermelho IAC 99 cultivados em niveis variados de nitrogénio e potassio foram
coletadas e tiveram seus teores de acucares totais, proteinas soluveis, clorofila, aminoacidos
e triptofano analisados. A metodologia utilizada na andlise de cada um desses compostos ¢
descrita em sequéncia.

O modelo experimental adotado nas andlises dos teores de proteinas sollveis,

acucares totais soluveis e aminodcidos foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial.

Yij=p + oq + B+ oy + ek ; sendo:

Y efeito do i™ nivel do fator clone (o), do j*'™ nivel do fator nivel nutricional

(B), na k™ repeti¢do

u = média do experimento
ai= i®™ nivel do fator clone (o)

i = %M nivel do fator nivel nutricional
Bi=]

afi) = efeito da interagdo entre o ™ nivel do fator clone (o) e o j*"™ nivel do
fator nivel nutricional (B)

eij = efeito do erro na unidade experimental envolvendo o i nivel do fator clone

(o) e 0 j*™ nivel do fator nivel nutricional (B).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias dos tratamentos

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

o auxilio do aplicativo estatistico Assistat.
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3.9.1 Proteinas totais soluveis.

A extracdo e a quantificagdo dos teores de proteinas 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 extracdo cerca de 1g de material vegetal fresco foi macerado em SmL de tampao
fosfato de potéassio 0,1M em pH 6,7 juntamente com 2% de 4cido ascorbico e 20% de
PVPP (Polivinilpolipirrolidona) por amostra. O extrato foi centrifugado por 10 minutos a
10.000 rpm na temperatura de 4°C.

A quantificagdo foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Cerca
de 0,ImL de extrato vegetal obtido na etapa anterior foi aliquotada e adicionou-se SmL do
reagente de Bradford, ap6s 15 minutos o produto da reacao foi homogeneizado e procedeu-
se a leitura em espectrofotometro a 595 nm. Como referéncia, foi empregada uma curva-

padrao com albumina bovina (BSA).

3.9.2 Clorofila

O teor de clorofila total foi determinado em clones resistentes e suscetivel ao bicho-
mineiro cultivados em areia lavada e sob niveis nutricionais distintos de nitrogénio e
potassio (+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 extracdo de clorofila, 0,2 g de material fresco foi macerado com 20mL de
etanol 96% (volume/volume) em cadinho resfriado, até obtencdo de extrato homogéneo,
sendo este centrifugado em 10.000 rpm por 10 minutos numa temperatura de 4°C.

A quantificagdo foi realizada com o método proposto por WINTERMANS e MOST
(1965), realizaram-se leituras em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 665, 649

e 645 nm. Para os célculos das concentragdes foram usadas as seguintes equagdes:

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.

31



3.9.3 Acucares totais soluveis

Os teores de agucares totais soliveis foram determinados em folhas secas em
liofilizador, posteriormente moidas, separadas em amostras de cerca de 0,1g. O material
seco ¢ moido foi acondicionado em tubos nos quais adicionou-se SmL de etanol 80%
(volume/volume).Os tubos foram postos em banho-maria a 60°C 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 cloroférmio, e novamente centrifugado nas condigdes
descritas anteriormente. O sobrenadante foi recolhido e acondicionado em novos tubos.

A quantificacdo foi realizada de acordo com o método fenol-sulfurico (DUBOIS et
al., 1956), 0,5mL de extrato diluido foi aliquotado e adicionou-se 0,5mL de solugdo de
fenol a 5% (volume/volume). A solucdo foi homogeneizada e acrescida de 2,5 mL de acido
sulfurico concentrado. Procedeu-se entdo a leitura em espectrofotdmetro a 490 nm. Como
referéncia foi empregada uma curva-padrao de glicose.

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

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

3.9.4 Aminoacidos totais e triptofano

Para andlises de aminodacidos e triptofano foi coletada uma folha por planta das
parcelas. Apos terem sido coletadas foram postas para secagem em estufa a 60°C até
obtencao de peso constante, sendo teor final de umidade, igual a 21,7%.

Para a extragcdo de aminodacidos totais utilizou-se o equivalente a 25 mg de proteina
das amostras. Estas foram hidrolisadas com 10 mL de acido cloridrico 6,0 N, a vacuo a
temperatura de 110°C durante 22 horas. Apos este processo, as amostras foram recuperadas
em diluente pH 2,2 (marca Pickering). Uma aliquota de 25 pL foi injetada em analisador
Dionex (DX 300) para separa¢do dos aminoacidos em coluna de troca idnica e reacdo pos
coluna com ninidrina. Como referéncia foi utilizada solu¢do padrao de aminoacidos Pierce,

segundo método proposto por SPACKMAN et al. (1958)
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Os niveis de triptofano foram determinados a partir de hidrolise enzimatica com
pronase, a 40°C durante 24 horas, seguido de reacdo colorimétrica com solugdo de 4-
dimetilamino benzaldeido (DAB), em &cido sulfurico 21,2N. As amostras foram lidas no
comprimento de onda de 590 nm. Como referéncia foi usada uma curva padrdo de
triptofano.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por meio de andlise em
componentes principais, sendo 8, o nimero de tratamentos (2 clones e 4 niveis nutricionais)
e, o numero de varidveis representados pelos aminoacidos analisados. A andlise
multivariada foi realizada com auxilio do aplicativo Statistica. Os aminoacidos cistina e
triptofano, ndo detectados nas analises cromatrograficas, foram excluidos desta analise.

Para as analises envolvendo teor de aminoacidos, ndo houve repeticao, uma vez que
a quantidade de amostra foi insuficiente. Foi realizada somente uma hidrolise acida e o

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

3.10 Analises de expressiio génica relativa

3.10.1 Data minning e desenho de primers especificos

Para as analises de expressdao foram selecionados na literatura quatro genes (Tabela
4) que estao melhor caracterizados em plantas modelo no que diz respeito a transporte e
sinalizagdo de nutrientes.

Para tanto, seqiiéncias publicas dos genes high-affinity potassium transporter
(HAK5) (CAMXTT1 - n°. DQ489721, 2361pb); K+ efflux antiporter 5 (KEAS5) (CAMXT1-
n°. NM 124550, 2133pb), high-affinity nitrate transporter (NRT2) (CaXMT1 - n°. NM
001111725, 1789pb), e plant nitrogen regulatory (P11) (CAMXTI1 —n°® AF 095455 844bp)
disponiveis no GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), foram utilizadas para identificar ESTs
especificos no Banco de Dados do Genoma Café através das ferramentas BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990). Uma vez que estas proteinas 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 proteinas com ferramentas desenvolvidas pela equipe de Bioinformatica
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do projeto Genoma Café. O aplicativo Clustal W (HIGGINS et al., 1994) foi utilizado para a
confirmagao das seqiiéncias com relagdo as proteinas em questdo, através do alinhamento
das seqiiéncias dos contigs entre si e com as seqiiéncias publicas anteriormente
mencionadas.

Os primers especificos foram desenhados com o auxilio do software Primer Express
3.0 (Applied Biosystems, Inc.) com base na seqiiéncia traduzida dos contigs montados. O
aplicativo ClustalW foi usado para o alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos e os
primers foram desenhados tendo como referéncia as posi¢cdes onde se encontravam
residuos especificos de cada enzima. A sintese dos mesmos foi feita por RW genes Ltda.,

Rio de Janeiro, Brasil.

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

pertencentes e utilizados nas analises de expressao génica

Nome do gene Espécie pertencente Referéncia

HAKS (high-affinity K" Lycopersicon esculentum NIEVES-CORDONES
transporter) etal., 2007

KEAS (K+ efflux antiporter 5) Arabidopsis thaliana MASER et al., 2001
NRT2 (high-affinity nitrate Lycopersicon esculentum TRUEMAN et al., 1996
transporter)

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

3.10.2 Extra¢io de RNA total do material vegetal

Folhas dos clone resistente H14954-46 cultivado em areia e irrigado com niveis
distintos de nutricdo com nitrogénio e potdssio (+N+K, -N+K, +N-K, -N-K) foram
coletadas dos cafeeiros mantidos em casa de vegetagdo cerca de 13 dias apds ovoposicao.
Apbs maceracdo em nitrogénio liquido,0 extrato foi transferido para tubos tipo falcon
contendo tampao de extracao (2% CTAB; 2% PVP; 100 mM Tris-HCI pH 8,0 ; 25 mM

EDTA; 2 M NaCl e 2% B-mercaptoetanol). O macerado foi homogenizado ao tampao e
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incubado a 65°C por 20 minutos. Adicionou-se 1 volume de cloroférmio 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 nao
fosse observado precipitado na interface entre as fases aquosa e organica. A fase aquosa foi
recolhida para um novo tubo e foi adicionada uma solugdo de LiCl 12M até a concentragao
final de LiCl 2,5M. Os tubos foram incubados a 4 °C por 12h. Apos esse periodo, a mistura
foi centrifugada a 10.000 rpm a 4 °C por 30 minutos. Descartou-se o sobrenadante, o pellet
foi lavado com 500 puL de LiCl 2,5M e centrifugado a 10.000 rpm a 4 °C por 10 minutos.
Descartou-se novamente o sobrenadante. O pellet secou a temperatura ambiente e depois
foi ressupendido em 100 pL de 4gua DEPC.

A dosagem do RNA total foi feita em espectrofotometro UV modelo UV-1700
PharmaSpec (Shimadzu), diluido em 100 vezes, medindo-se a absorbancia a 260 nm e 280
nm. Os calculos para obter a concentragdo 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 etidio.

3.10.3 Sintese de cDNA

O kit RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas) foi usado
para a sintese de cDNA de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para todas as
amostras foi utilizado 500ng de RNA total. A dosagem do cDNA foi feita em
espectrofotdmetro UV modelo UV-1700 PharmaSpec (Shimadzu), diluido em 500 vezes,
bem como os calculos para determinar a concentragdo final na amostra foram feitos de
acordo com Sambrook et al. (1989).

As reagdes de PCR (Polimerase Chain Reaction) para amplificagdo gendmica 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 pardmetros: passo inicial de
denaturacdo 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 ultimo passo de extensdo a 72°C por 10 minutos. Cada
reagdo tinha um volume final de 25uL contendo tampao PCR sem MgCl, 1vez (Fermentas),

2mM de MgCl, (Fermentas), 0,2mM de dNTPs (Fermentas), Spmol de cada primer, 1u de
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Taq DNA Polimerase (Fermentas.) e aproximadamente 50ng de DNA total. A amplificacao
dos fragmentos foi verificada em gel de agarose 1%, corados com solucdo de brometo de
etidio.

As reacdes de PCR quantitativo foram feitas na plataforma ABI 7300 (Applied
Biosystems, Inc.), com volume final de 15 pL. O kit Maxima™ SYBR Green qPCR Master
Mix 2X (Fermentas) foi usado para os experimentos de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Todos os primers utilizados foram submetidos a anélise de eficiéncia (>95%) e
concentragdes 6timas (100 — 500nM) e as amostras de cDNA (12,5 — 100ng) também foram
avaliadas quanto a quantidade 6tima a ser usada. Tanto os oligos quanto os cDNAs foram
titulados seguindo-se as recomendacdes do fabricante (Applied Biosystems, Inc.). O gene
Poly foi utilizado como controle endégeno (normalizador). O controle enddgeno ¢ um gene
que ndo deve variar significativamente em sua expressdo entre as diversos tratamentos.
Todos os experimentos foram feitos em um passo de 94°C por dois minutos seguido de 40
ciclos de 94°C por 30 segundos e 60°C por 1 minuto, sendo a emissdo de fluorescéncia do
corante SYBR Green lida neste Gltimo passo.

Aproximadamente 2000ng de cDNA de cada amostra foi utilizado para a as analises
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 ndo submetida a deficiéncia nutricional (+N+K) e sem ovoposi¢ao foi empregada

como calibrador.

3.10.4 Analises dos dados de expressao génica relativa

Os resultados obtidos em plataforma de PCR em tempo real foram submetidos a
quantificacdo relativa (QR), sendo que o calibrador, para todos os genes testados foi
amostra foliar das plantas em condi¢des nutricionais adequadas e sem infestacao do inseto.
As analises foram realizadas de acordo com o manual do aparelho Real Time PCR,
seguindo-se as seguintes etapas: configuracdo e ajuste de dados; elimina¢do de amostras (se
necessario); delimitacdo do Threshold ou nivel do sinal normalizado usado para determinar

o Cr; obtencdo do numero de ciclos limite para cada amostra (Cr); calculo da QR de
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expressao; comparagdo dos valores de QR de cada amostra. A QR foi calculada pela
seguinte formula:

-AACT
P , onde:

AACt = ACr(amostra) - ACr(calibrador)

ACr(amostra) = Cr(alvo) - Cr(endogeno no tempo alvo)*

ACr(calibrador) = Crp(planta em condi¢des nutricionais normais € sem postura) -
Cr(endogeno em condi¢des nutricionais normais € sem postura)*

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

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Criacao de insetos em laboratoério

A utilizagdo da metodologia proposta por KATIVAR e PARRA (1968) para a
multiplicacdo de insetos em laboratorio, modificada por PARRA (1985) permitiu a
suplementacdo de adultos de L. coffeella durante todo o periodo experimental. As
avaliagdes do nivel de resisténcia das matrizes das progénies clonais, todas dependentes da
infestacdo de plantas pelo inseto, foram realizadas com adultos oriundos da criacao

artificial em laboratorio.

4.2 Selecao e clonagem de plantas matrizes

Os resultados referentes a avaliagdo do nivel de resisténcia das matrizes H14954-46
e a Catuai Vermelho TAC 99 encontram-se na tabela 5. Diferengas estatisticamente
significantes foram observadas entre as médias do tipo de reacdo das lesdes da planta
H14954-46 (1,1 ponto) e da planta Catuai Vermelho (4,0 pontos), comparando as anélises
prévias realizadas por GUERREIRO-FILHO (dados ndo publicados). Pela escala de nota
proposta por RAMIRO (2003) a matriz H14954-46 ¢ considerada altamente resistente ao

bicho-mineiro, sendo as lesdes presentes nas folhas do tipo pontual, ou seja, praticamente
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invisiveis a olho nu. A matriz Catuai Vermelho IAC 99 apresentou lesdes grandes e
arredondadas tipicas de plantas suscetiveis.
Tabela 5. Nivel de resisténcia ao bicho-mineiro das matrizes H14954-46 e Catuai

Vermelho IAC 99.

Planta matriz Tipo de reacao* Descricao das lesoes**
H14954-46 I,1a Lesodes pontuais
Catuai Vermelho IAC 99 4,0b Lesdes grandes e arredondadas

* Média de 10 repeti¢des, ** Escala de 1 a 4 pontos (RAMIRO, 2003).

4.3 Avaliacao do nivel de resisténcia das progénies clonais

Clones obtidos por embriogénese somatica direta da planta matriz H14954-46
C1351 foram avaliadas em relagdo a resisténcia ao bicho-mineiro para confirmagdo do
nivel de resisténcia das mesmas. Os resultados obtidos (Tabela 6) indicam que ndo houve
alteragdes nos padrdes de resisténcia ao inseto apos reproducdo vegetativa das plantas in

vitro.

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

embriogénese somatica direta e da planta matriz.

Progénie clonal Tipo de reacao* Descricao das lesoes**
H14954-46 1,08 a Lesdes pontuais
Catuai Vermelho TAC 99 4,0b Lesodes grandes e arredondadas

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

4.4 Cultivo de cafeeiros resistentes e suscetiveis em substrato irrigado com solucio

completa de nutrinetes

Trés meses apos transplante das mudas para os vasos com areia e irrigagdo diaria
com 25 mL de solucdo nutritiva completa, as plantas dos clones H14954-46 e a Catuai

Vermelho IAC 99 apresentaram desenvolvimento normal sem quaisquer sintomas visiveis
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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 Avaliacdo do estado nutricional das plantas antes e apdés reducdo dos niveis

nutricionais

Uma vez confirmada a resisténcia das plantas clonais as mesmas foram cultivadas
em substrato de areia lavada e irrigadas diariamente com solugdo nutritiva completa e em
seguida submetidas a tratamentos nutricionais distintos, conforme descrito no item 3.7.

Quatro meses apds a inducdo de deficiéncias de nitrogénio e potdssio, as mudas
clonadas foram avaliadas em relacdo ao estado nutricional apos estresse. Os resultados das
analises foliares antes e depois da redug@o dos teores nutricionais de nitrogénio e potassio

encontram-se na tabela 7.

Tabela 7. Valores médios dos niveis foliares de nitrogénio e potassio (g.Kg"') em plantas

suscetiveis e resistentes ao bicho-mineiro antes e apds inducao de deficiéncia nutricional.

Antes Depois
Condicdo Nutricional Resistente Suscetivel Média Resistente Suscetivel Média
N K N K N K N K N K N K
1 (+N+K) 34,5 30,7 352 328 349 31,8 28,7 29,0 33,0 24,7 31,0 27,0
2 (-N+K) 28,4 33,2 29,9 333 29,2 333 19,8 20,4 27,0 288 24,0 25,0
3 (+N-K) 32,0 32,8 30,0 31,8 31,0 323 32,9 28,6 320 274 32,0 28,0
4 (-N-K) 243 32,0 284 323 26,4 32,2 274 224 32,0 322 30,0 27,0

Apos o periodo de quatro meses que foi iniciada a irrigagdo com solugdes nutritivas
deficientes em nitrogénio e potassio as plantas apresentaram alguns sintomas visuais de
deficiéncia dos nutrientes em questdo (Figura 3). No entanto as analises foliares dos
diferentes tratamentos apenas indicaram grande reducdo em relacdo aos niveis iniciais de

cultivo sem atingir os niveis de deficiéncia estabelecidos por MALAVOLTA et al. (1989).

39



Figura 3. Sintomas foliares correspondentes a redu¢do dos niveis dos macronutrientes

nitrogénio e potassio nas plantas dos tratamentos submetidos as variagdes nutricionais.

Os experimentos subseqiientes foram conduzidos com as plantas apresentando
niveis nutricionais reduzidos de nitrogénio e potassio e alguns sintomas visuais de
deficiéncia em relagdo aqueles apresentados pelos mesmos clones no inicio do cultivo em

solucdo nutritiva.

4.6 Avaliacao do nivel de resisténcia das plantas apés reducio dos niveis nutricionais

Apos o cultivo durante quatro meses em substrato sob condi¢des nutricionais de
nitrogénio e potassio variaveis, observou-se o desenvolvimento de lesdes causadas pela
lagarta do bicho-mineiro em plantas resistentes que foram cultivadas em solucdo nutritiva
com auséncia dos dois nutrientes. Nota-se pela figura 4, que as lesdes nas plantas
resistentes cultivadas em substrato com irrigagdao de solugdo sem nitrogé€nio e potdssio
possuem tamanho e aspecto semelhante aquelas observadas em plantas suscetiveis
cultivadas na presenca dos dois nutrientes acima citados.

Segundo PARRA (1975), os niveis de fertilizacdo das plantas pode provocar a
reducdo das populagdes de certos insetos mastigadores das ordens Diptera, Orthoptera e
Hymenoptera e aumento de indivivuos das ordens Homoptera, Heteroptera, Thysanoptera e
alguns outros insetos mastigadores. O autor realizou estudos dessa natureza visando

entender a relagdo praga-hospedeiro em fun¢@o dos niveis nutricionais das plantas.
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PARRA (1975), estudou o efeito de diferentes niveis de adubagdo nitrogenada,
fosforica, potdssica 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 infestagdo de L.
coffeella em um periodo de doze meses. Apesar de bastante baixa, no periodo seco ou na
fase preparativa do cafeeiro, quanto maior o teor de nitrogénio e potassio, menor a
intensidade de infestagdo. Por outro lado, no periodo chuvoso, a intensidade de infestagao
foi mais alta e apresentou correlacdo negativa com o teor de potassio e correlagdo positiva
com o teor de fosforo das plantas. Ainda, segundo o autor, o nivel de infestacao das plantas

nao sofreu influéncia dos micronutrientes boro e zinco.

Figura 4. Planta resistente cultivada sob auséncia de nitrogénio e potassio exibindo lesdes

causadas pelo bicho-mineiro, caracteristicas de plantas suscetiveis.

4.7 Analises quimicas de folhas de clones resistentes e suscetiveis apés reducio dos

niveis nutricionais
Com o proposito de investigar diferencas de ordem bioquimica em plantas

suscetiveis e resistentes ao bicho-mineiro, realizou a extragdo e quantificagdo dos teores

foliares de agucares totais soliveis, proteinas totais soluveis, clorofila e aminoacidos totais.
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4.7.1 Proteinas totais soluveis

Os resultados relacionados aos teores de proteinas totais soltiveis nos cafeeiros em
estudo e submetidos a diferentes condi¢des nutricionais de nitrogénio e potdssio encontram-

se expressos na tabela 8.

Tabela 8. Niveis de proteinas totais soluveis expressos em miligrama de proteinas totais
soluveis por grama de matéria fresca em cafeeiros resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro

submetidos a diferentes niveis dos nutrientes nitrogénio e potassio.

Condi¢ao nutricional Gendtipo.
Resistente Suscetivel

1 (+N +K) 2,56bB 4,66 a A
2 (-N +K) 1,94¢cB 225dA
3 (+N -K) 3,05aA 3,17c A
4 (-N -K) 329aB 3,76 b A
F condicao nutricional 131,06*

F genotipo 152,54*

F condigdo nutricional x gendtipo 56,60%*

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

"Médias de gendtipos seguidas, nas linhas, por uma mesma letras maitscula e médias de condigio nutricional seguidas,
nas colunas, por uma mesma letra minuscula nas colunas, nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

Verificou-se que os niveis protéicos nas plantas suscetiveis variaram pela a¢ao das
diferentes condigdes nutricionais empregadas (F=131,06), foi também significativo o efeito
de genotipo (F=152,40) e da interacdo condicdo nutricional x gendtipo (F=16,60). As
plantas do tratamento 1 com condi¢des nutricionais adequadas de nitrogénio e potéassio
apresentaram valores estatisticamente superiores quando comparados aquelas que sofreram

alguma variacdo nutricional. Excecdo feita aos clones resistentes cultivados em condicao
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nutricional (-N-K). Os menores valores de proteinas totais foram observados em clones
resistentes (al,94 mg g”' MF) e suscetiveis (2,25 mg g MF) na condigio (-N+K)

Especula-se que estas diferencas podem ser atribuidas & um rearranjo metabodlico
(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 proteinas
totais soliveis em suas folhas nos tratamentos onde o potdssio foi suprimido, condicao
similar também encontrada nas plantas suscetiveis. A deficiéncia de potassio pode gerar o
acumulo de certas proteinas, como a putrescina, por exemplo (MALAVOLTA et al., 1989),
assim como, de aminodcidos (ARMENGAUD et al.,2004), podendo corresponder com a
situagdo observada. Verifica-se também que com o descrécimo dos niveis de nitrogénio no
cultivo, os valores protéicos também decrescem, pois segundo o primeiro autor a sintese de
proteinas ¢ drasticamente prejudicada com a auséncia desde elemento. Isso porém nao foi

observado no tratamento 4.

4.7.2 Clorofila

Os resultados relacionados aos teores de clorofila em clones de cafeeiros resistentes
e suscetiveis ao bicho-mineiro submetidos a diferentes condi¢des nutricionais de nitrogénio
e potdssio encontram-se expressos na tabela 9.

Observou-se pela andlise de variancia, efeito significativo de gendtipo (F=1645,00),
condicao nutricional (F=1643,93), assim como, da interacao entre ambos (F=1497,07).

De forma geral, as plantas suscetiveis, independente da condi¢do nutricional
imposta apresentaram teores superiores de clorofila quando comparadas com as plantas
resistentes. Somente os clones do tratamento deficiente em nitrogénio e potéssio
apresentaram comportamento contrdrio. Sugere-se, baseando nos dados obtidos que tal
comportamento pode ser devido a fatores genéticos, pois sob as demais condi¢des de
adubacao aplicadas, esta tendéncia foi mantida, excegdo feita as plantas do tratamento

quatro.
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Tabela 9. Niveis de clorofila expressos em miligrama de clorofila por litro de extrato
alcodlico em cafeeiros resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro submetidos a diferentes

niveis dos nutrientes nitrogénio e potassio.

Gen6tipo'
Condig¢ao nutricional Resistente Suscetivel
1 (+N +K) 14,89 ¢ B 20,28 c A
2 (-N +K) 11,60d B 22,07b A
3 (+N -K) 22,70 aB 2476 a A
4 (-N -K) 21,86 b A 16,31dB
F condi¢do nutricional 1643 ,93 *k
F genotipo 1648,00**
F condi¢do nutricional x gendtipo 1947,07* *

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

"Médias de gendtipos seguidas, nas linhas, por uma mesma letras maitscula e médias de condigdo nutricional seguidas,
nas colunas, por uma mesma letra minuscula nas colunas, nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

O nitrogénio possui papel fundamental na sintese de clorofila. Suprimindo-se este
mineral a sintese de clorofila ¢ prejudicada de forma intensa (MALAVOLTA et al., 1989).
No entanto, os resultados obtidos neste estudo sdo bastantes diferentes.

Deve-se salientar que embora as plantas tenham sido submetidas a uma condic¢ao
nutricional de nitrogénio e potdssio por quatro meses seguidos, os valores dos nutrientes
detectados nas analises foliares (tabela 6) ndo indicaram deficiéncias nutricionais dos dois
nutrientes em questdo. A redugdo 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 Acucares totais soluveis

Os resultados relacionados aos teores de agucares totais soluveis em clones dos
cafeeiros resistentes e suscetiveis submetidos a diferentes condi¢des nutricionais de

nitrogé€nio e potassio sao apresentados na tabela 10.

Tabela 10. Niveis de aglcares totais soluveis expressos em miligramas de aglcar por
grama de matéria seca, em cafeeiros resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro submetidos a

diferentes niveis dos nutrientes nitrogénio e potassio.

Condicao nutricional Gendtipo.

Resistente Suscetivel
1 (+N +K) 6,8 bA 8,82a A
2 (-N +K) 725 bA 9,82a A
3 (+N -K) 6,57 bA 550aA
4 (-N -K) 16,55a A 7,82aB
F condi¢io nutricional 433"
F genotipo 11"
F condigio nutricional x genétipo 44"

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade; n.s. ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

"Médias de gendtipos seguidas, nas linhas, por uma mesma letras maitiscula e médias de condigdo nutricional seguidas,
nas colunas, por uma mesma letra minuscula nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

Observou-se a partir da analise de variancia diferencas significativas nas condig¢des
de nutricdo (F=4,33) e na interacdo entre condigdes nutricionais e genotipos (F=4,33).
Genotipos suscetiveis cultivados em substrato irrigado com solugdo de potassio
(tratamentos 1 e 2) apresentaram médias de aglcares totais soluveis superiores quando

comparadas aos genotipos resistentes, excegdo feita aos clones cultivados sob auséncia de
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nitrogénio e potassio. Na auséncia de potassio (tratamentos 3 e 4), plantas suscetiveis
apresentaram valores menores em relag@o as resistentes.

Segundo MALAVOLTA et al. (1989) deficiéncias potassicas podem elevar os
niveis de agucares soluveis em folhas de cafeeiros. Reagdes similares também podem ser
devidas a deficiéncia de nitrogénio, 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 conteidos de agucares totais
solaveis (16,55 mg g' em massa seca). No entanto, estes mesmos clones resistentes
cultivadas em substrato com caréncia de nitrogénio e potassio sofreram lesdes semelhantes
a plantas suscetiveis (Figura 4).

Resultados diferentes foram obtidos por CAIXETA (2002). Segundo o autor o
incremento de doses de nitrogénio resultou em maior ataque em cafeeiros suscetiveis ao
inseto com maiores teores de aglicares nas folhas.

No entanto, o autor avaliou plantas suscetiveis, enquanto nossos experimentos
foram realizados com plantas resistentes ao bicho-mineiro. Os dados aqui apresentados
contradizem a hipdtese proposta por PRICE (1991), segundo o qual os insetos,
particularmente os especialistas, preferem plantas de crescimento vigoroso aquelas
submetidas a condi¢des de estresse. Segundo HERMANS E MATTSON (1992), o aumento
na disponibilidade de nutrientes estimula o crescimento, mas reduz os niveis dos compostos
de defesa das plantas, tornando-as mais suscetiveis ao ataque de pragas. Por outro lado, os
resultados apresentados neste trabalho se adéquam a hipdtese formulada de que plantas
resistentes submetidas a regimes nutricionais inadequados permitem o desenvolvimento
larval e a consequente formacao de lesoes.

Nossos resultados foram divergentes daqueles encontrados por CAIXETA (2002).
O autor notou que teores de agucares totais soluveis correlacionavam-se positivamente com
o incremento de adubacao potassica. O mesmo fenomeno foi constatado por este autor em
relagdo a correspondéncia entre a adubacdo nitrogenada e os teores de acucares totais
soluveis. Os resultados obtidos sugerem que as diferengas observadas podem ser atribuidas

a diferencas genéticas dos cafeeiros utilizados por CAIXETA (2002) e os aqui avaliados.
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4.7.8 Aminoacidos totais e triptofano

Os resultados relacionados aos teores de aminoacidos totais em clones de cafeeiros
resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro submetidos a diferentes condi¢des nutricionais de

nitrogé€nio e potassio encontram-se expressos na figura 5 e na tabela 11.

Tabela 11. Niveis de aminodcidos totais expressos em gramas de aminodcidos para cada
100 gramas de matéria seca em cafeeiros resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro

submetidos a diferentes niveis dos nutrientes nitrogénio e potassio.

Resistentes Suscetiveis

Aminoacido 1 2 3 4 1 2 3 4
(+N+K) (-N+K) (+N-K) (-N-K) (+N+K) (-N+K) (+N-K) (-N-K)

Ac. aspartico 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
Ac. glutimico 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 aminodcidos totais foi maior em plantas suscetiveis
independente do regime nutricional utilizado, o teor de aminoacidos foi bem maior em

plantas cultivadas na presenca de nitrogénio. Em plantas resistentes, o teor de aminoacidos
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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
suscetiveis, o teores de aminoacidos foram de 16,56 (-N+K), 17,05 (+N-K) contra 13,79 (-
N+K) e 14,61 (-N-K). Diferengas entre plantas cultivadas ou ndo com nitrogénio foram
maiores em clones resistentes. Nos clones suscetiveis os valores entre plantas cultivadas
com ou sem nitrogénio foram reduzidos.

WONG et al. (2004) e KANG et al. (2006), relataram que o decréscimo de Ja-Val,
Ja-Leu e Ja-lle podem diminuir os niveis de resisténcia de algumas espécies frente a
herbivoria. Os autores fazem referéncia as variagdes observadas em plantas suscetiveis as
pragas. Neste estudo realizado com o cafeeiro, os niveis desses trés aminoacidos sdo, em
geral, mais elevados em plantas suscetiveis quando comparado as resistentes ao inseto.

Realizou-se uma analise de componentes principais com dezesseis aminoacidos,
uma vez que cistina e triptofano nao foram detectados durante os procedimentos analiticos.

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

experimental, sendo 87,53% ¢ explicada pelo eixo 1 e 8,5% pelo eixo 2.

Eixo 2 (8,54%)

Met
o

Eixo 1 (87,53%)

Figura 5. Analise de componentes totais em cafeeiros resistentes e suscetiveis submetidos

aos quatro tratamentos nutricionais
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O aminoacido metionina apresentou correlagao elevada com o eixo 2, sendo que os
demais, com exce¢do do aminoacido asparagina, possuem correlagdo estreita com o eixo 1.

A figura 5 ilustra dois grupos distintos de plantas, o primeiro composto pelas
plantas resistentes, € o segundo pelas plantas suscetiveis, que apresentou teores bem mais
elevados de metionina.

As plantas suscetiveis e resistentes nas condigdes normais de adubagao nitrogenada
apresentaram niveis superiores dos aminoéacidos avaliados.

Em cada um dos grupos nota-se uma estrutura de subgrupos sendo um deles
formados pelas plantas com niveis adequados de nitrogénio e outro com plantas cultivadas
sem a presenca deste. Tanto as plantas resistentes como as suscetiveis providas de
nitrogénio apresentaram maiores teores dos aminoacidos avaliados. No grupo das plantas
suscetiveis e deficientes de nitrogénio foi notado maiores niveis de metionina quando
comparadas com as supridas de nitrogénio.

Embora ainda sejam necessarios maiores estudos, pode-se especular que tais
aminoacidos, 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 niveis dos aminoacidos
em forma protéica (serina, arginina, alanina, metionina, isoleucina, leucina e lisina) e niveis
inferiores de asparagina e glutamina. BUHTZ et al. (2004), reportaram que as mais
abundantes proteinas que mantém a integridade da parede celular, lignificagdo e protecao
contra insetos e patdogenos sdo compostas por alguns desses aminoacidos. Segundo este
mesmo autor, quando a planta sofre alguma injuria essas determinadas proteinas tém suas
sinteses aumentadas, por conseqiiéncia os teores de aminodcidos também sdao aumentados.

Certos aminoécidos podem ligar-se a jasmonatos, hormondnios vegetais conhecidos
por conferir defesa a doencas e herbivoros em vdarias espécies vegetais. Em tomate
(Solanum lycopersicun), determinados aminoacidos 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 € possivel pensar que estes niveis superiores
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dos aminoacidos asparagina e arginina podem estar envolvidos em forma conjugadas com
determinados jasmonatos. Estudos mais aprofundados seriam necessarios para elucidar em

definitivo esta questao.

4.8 Analise de expressdo génica relativa

4.8.1 Expressao relativa de genes responsaveis pelo transporte de potassio nas plantas

Para averiguar as diferengas de expressdo nos genes KEA-5 (K+ efflux antiporter 5)
e HAK-5 (high-affinity potassium transporter), responsaveis pela captagdo e remobilizacao
de potassio, as plantas resistentes cultivadas nas quatro condi¢des nutricionais estudadas,
com e sem infestagdo (postura) pelo inseto tiveram a expressdo desses genes avaliadas
método de PCR (Polimerase Chain Reaction) em tempo real. Os resultados obtidos sdo
representados na figura 6.

Constatou-se um aumento da expressao do gene HAK-5 nos tratamentos 2 e 4, onde
o nitrogénio foi suprimido e onde houve postura do inseto. Porém, no tratamento carente de
nitrogénio e potassio (-N-K) e com as plantas infestadas, a expressdo desse gene foi
expressivamente aumentada, mostrando o nivel de reorganizagdo metabolica que o ataque
por Leucoptera coffeella pode causar na planta. Como anteriormente mencionado no item
4.6, as plantas no tratamento ausente de nitrogénio e potdssio comportaram-se como
suscetiveis, ao contrario das demais.

O gene HAK-5 ¢ responsdvel pela captacdo dos cations potassio das células
radiculares desde os primeiros momentos de auséncia do nutriente até o estado de caréncia
propriamente dito (ASHLEY et al., 2006; MARYUAMA et al., 2003; SHIN et al., 2005).
Assim como um consideravel aumento da expressdo do gene KEA-5 responsavel pela
remobilizagcdo desses cations no interior da planta, o gene HAK-5 ¢ induzido sempre que ha
deficiéncias de potassio (AHN et al., 2004; GIERTH et al., 2005) e também sua expressao €

diretamente ligada pelas enzimas pertencentes a espécies reativas do oxigénio (ERO).
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Figura 6. Andlise de expressdao génica quantitativa dos genes envolvidos na captagdo e
remobilizagdo de potassio de plantas resistentes ao bicho-mineiro nas quatro condic¢des

nutricionais estudadas com e sem postura de ovos pelo inseto.

O aumento dos niveis das ERO pode ser atribuido tanto pela herbivoria, assim
como, pela propria deficiéncia nutricional (GONZALEZ et al.,, 2005). Segundo
ARMENGAUD et al. (2004) a atividade defensiva das plantas pode ser prejudicada apos
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periodo de caréncia de potassio. Segundo este mesmo autor, tais sinais de perda de
resisténcia sdo notados a partir do momento em que a planta comeca a demonstrar sinais
visuais de deficiéncia, como ocorrido no presente estudo. Supde entdo, que ambas situacdes
estejam relacionadas, ou seja, o estresse causado pelo ataque do inseto, € outros, de origem
nutricional, mostram claramente a tentativa da planta em rearranjar seu metabolismo,
porém tais medidas ndo surtem efeitos como mecanismos de defesa ao bicho-mineiro.

Nao existem evidéncias fisiologicas de que os genes KEA atuam no transporte de
potassio, mas sua ativacao pela deficiéncia desse nutriente evidencia claramente que esses
genes estdo envolvidos na homeostase celular de potassio (ASHLEY et al., 2006)

Em estudos anteriores MARTINATI et al. (2009) verificaram que cafeeiros
suscetiveis ao bicho-mineiro possuem o padrao de expressao do gene KEA-5 aumentado
quando comparados com plantas resistentes. Como ja mencionado em itens anteriores as
plantas com deficiéncia de nitrogénio e potdssio (tratamento 4) tiveram comportamento de
plantas suscetiveis em ensaios de laboratorio e, o padrao de expressio de KEA-5 foi

bastante semelhante em ambos estudos.

4.8.2 Expressao relativa dos genes responsaveis pelo transporte e regulacio de

nitrogénio nas plantas.

No intuito de se investigar diferencas de expressdo nos genes PII (plant nitrogen
regulatory ) e NRT-2 (high-affinity nitrate transporter), responsaveis pela captacio e
remobilizagdo de nitrogénio, as plantas resistentes das quatro condi¢des nutricionais
estudadas, com e sem infestagdo (postura) pelo inseto tiveram a expressdo desses genes
avaliadas método de PCR (Polimerase Chain Reaction) em tempo real.

Como ilustrado na figura 7 a expressao do gene NRT-2 foi mais elevada nas plantas
expostas a deficiéncia por nitrogénio, no tratamento com auséncia de nitrogénio e presenca
de potassio (-N+K). Esse fendmeno ¢ marcante principalmente se for comparado a presenca
ou auséncia de postura nas folhas analisadas. Resultados semelhantes foram encontrados
por MARTINATI et al., (2009), onde a expressao relativa de NRT-2 foi expressivamente
maior em plantas suscetiveis, comportamento semelhante as plantas do tratamento ausente

em nitrogénio e potassio, o qual assumiu comportamento de planta suscetivel.
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Aquelas folhas que sofreram ovoposi¢do do inseto tiveram seus niveis elevados nos
tratamentos 2 e 4, onde foi suprimido o nitrogénio, porém com maior expressividade no
tratamento 4, onde ambos os nutrientes, nitrogénio e potassio, foram omitidos. O gene
NRT-2 ¢ responsavel pela sinalizagao (LITTLE et al., 2005) e transporte do nitrogénio nas
plantas (LITTLE et al.,, 2005; FORDE, 2002). Entretanto, poucos estudos envolvendo
deficiéncia de nitrogénio tém sido realizados, o maior enfoque ainda vem sido dado para

estudos em condigdes nutricionais adequadas.
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Figura 7. Andlise de expressdo génica quantitativa dos genes envolvidos na captagdo e
remobiliza¢do de nitrogénio de plantas resistentes ao bicho-mineiro nas quatro condigdes

nutricionais estudadas com e sem postura de ovos pelo inseto.
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O mesmo comportamento foi verificado para a expressio do gene PII, nos
tratamentos onde o nitrogénio foi omitido. Principalmente na presenga de ovos do bicho-
mineiro a sua expressao foi significativamente maior quando comparado com as demais
situagdes. Este gene € responsavel pela sinalizagdo do suprimento de nitrogénio nas plantas
e sintese protéica (HSIEH et al., 1998; MOORHEAD et al.,2003). Nas plantas, a maior
parte do metabolismo do nitrogénio e carbono ocorrem no cloropasto, onde PII esta
localizado (HSIEH et al., 1998)

Os operons para a utilizagdo de nitrogénio compdem um sistema conhecido por
NRT onde o NRT-2 faz parte de um sistema de nitrogénio de alta sensibilidade (ORSEL, et
al., 2002). Sendo ativado a baixas concentracdes externas de nitrato da ordemde 1 uM e 1
mM, ou seja, pequenas alteragdes no meio externo sdo capazes de ativar a rota de
transcri¢do e ativagdo desse gene (BEHL et al., 1988).

Estas informagdes confirmaram-se no presente trabalho, uma vez que teores foliares
de nitrogénio acima do indicado na literatura para condi¢do de deficiéncia propriamente
dita foram capazes de induzir a expressao do gene NRT-2, ou seja, apenas uma reducdo dos

valores normais foi capaz de ativar o mecanismo transcricional do gene NRT-2.
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a.

5 CONCLUSOES

O cultivo de cafeeiros clonais obtidos por embriogénese somatica direta
cultivados nas condigdes do presente estudo exige um periodo de estresse
nutricional maior ao utilizado visando atingir os niveis de deficiéncia nutricional

indicados na literatura.

Plantas jovens de cafeeiros resistentes ao bicho-mineiro submetidas a condig¢des
nutricionais diferentes simultdneamente em nitrogénio e potassio permitem o
desenvolvimento da fase larval do inseto e o consequente aparecimento de
lesdes similares aquelas presentes em plantas suscetiveis cultivadas em

condi¢des nutricionais adequadas

Embora tenham ocorrido dificuldades de interpretagdo de resultados, a interagao
entre os genotipos e as diferentes condi¢des nutricionais de nitrogénio e potassio
tende a influenciar a expressdo de compostos quimicos e moleculares em

cafeeiros.
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