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RESUMO

Compostos fenolicos relacionados a resisténcia do cafeeiro ao bicho-mineiro (Leucoptera
coffeella) e a ferrugem (Hemileia vastatrix)

As plantas apresentam diferentes e complexos mecanismos de defesa, que atuam em
conjunto, em respostas a estresses bidticos e abidticos, cuja natureza e intensidade de resposta
variam com a idade, o grau de adaptacao e a fenologia (OLIVEIRA, 2003). O objetivo principal
da pesquisa consiste em: (i) identificar os acidos clorogénicos nas folhas de Coffea arabica L.,
cultivar Obata IAC 1669-20, Catuai Vermelho TAC 99, e das populagdes em selecio H14945-46
e H20049, e (ii) quantificar as varias classes de 4cidos clorogénicos, nos mesmos genotipos,
durante a fase reprodutiva do cafeeiro (florescimento, fruto“‘chumbinho”, expansao/granacao e
maturagdo). Os compostos fendlicos foram separados por meio da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Shimadzu, modelo LC-20A) para as analises em CLAE-DAD. O perfil cromatografico
dos genotipos estudados ndo diferiram entre si. Durante as fases de frutificacdo houve variagdo
nos teores de acido clorogénico e dos fendis totais, no qual apresentou menores valores na fase de
granagdo. O genotipo H14954-46 resistente ao bicho-mineiro apresentou o 4cido clorogénico
referente ao pico 5, incomum aos outros genoétipos estudados. As folhas infestadas por bicho-
mineiro (Leucoptera coffeella) apresentaram menores concentragdes de fenois totais, bem como
de alguns 4acidos clorogénicos e flavandides, ja as folhas inoculadas por ferrugem (Hemileia
vastatrix) apresentaram maiores concentracdo. Ha evidéncias de que os acidos clorogénicos
participem do complexo mecanismo de defesa das plantas.

Palavras-chave: Coffea arabica; Coffea racemosa; Acido clorogénico; Leucoptera coffeella;
Hemileia vastatrix
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ABSTRACT

Phenolic compounds related to resistance of the coffee tree at coffee leaf miner (Leucoptera
coffeella ) and at the rust (Hemileia vastatrix )

The plants present different and complex mechanisms of defense, that work together, in
responses to biotic and abiotic stresses, whose nature and intensity of response varies with age,
the degree of adaptation and phenology. The main objective from the research is: (i) detect the
chlorogenic acids in the leaves of Coffea arabica L., cultivars Obatd TAC 1669-20 and Catuai
Vermelho TAC 99, and of the populations into selection H14945-46 and H20049, and (ii)
quantify the several classes of chlorogenic acids, in the same coffee plants, during the
fructification phases of the coffee tree (flowering, fruits at the beginning of growth , grain
expansion/seed, grain maturation). The phenolic compounds have been apart through high
performance liquid chromatography (Shimadzu , model LC -20A) for the analyses in CLAE
DAD. The studied chromatography profile of the coffee plants has presented no difference
between them. During the fructification phases there was variation at the content of chlorogenic
acid and of the total phenols, in which has presented under age values at the phase as of grain
expansion. The plants of H14954-46 resistant to the coffee leaf miner have presented the
chlorogenic acid referring to pico 5, no common to the other coffee plants studied. The infested
leaves by coffee leaf miner (Leucoptera coffeella) presented lower concentrations of total
phenols, as well as, of some chlorogenic acids and flavanoids, unlike, the leaves inoculate by rust
(Hemileia vastatrix) presented greater concentration. There is evidence that chlorogenic acids
have involved in the complex defense mechanism of plants.

Keywords: Coffea Arabica; Total phenols; Leucoptera coffeella; Hemileia vastatrix
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1 INTRODUCAO

As plantas apresentam diferentes e complexos mecanismos de defesa, que atuam em
conjunto, em respostas a estresses bidticos e abidticos, cuja natureza e intensidade de resposta
variam com a idade, o grau de adaptagdo e a fenologia (OLIVEIRA, 2003). Para tanto, as plantas
reduzem a quantidade de carboidratos na via metabolica principal (formagdo de graos) em razao
da demanda do metabolismo secundario com a finalidade de, por exemplo, atender a producao de
compostos fendlicos. Esses compostos secundarios sdo utilizados pelas plantas para a protegdo
contra insetos, microrganismos e outros herbivoros.

O mecanismo de defesa das plantas pode ser entendido como: resisténcia constitutiva e
resisténcia induzida. A constitutiva, ocorre mesmo sem a a¢do de agentes agressores, enquanto a
induzida ¢ ativada por um indutor biodtico, como o ataque de uma praga ou patégeno ou por um
indutor abidtico como radiagdo, temperatura, déficit hidrico entre outros.

Em relagdo ao processo de defesa das plantas ha relatos de que teores dos compostos
fenolicos correlacionam-se com a resisténcia da planta (GOODMAN et al., 1986; MISAGHI,
1980). Entretanto, o nivel de infestacdo e ou infeccdo das plantas depende das concentracdes
dessas substancias nas folhas.

Tanto os acidos clorogénicos, como os flavandides sdo substincias encontradas em
abundancia no cafeeiro, uma evidéncia importante da fung¢do que desempenham na protecao
dessas plantas contra os fatores bidticos e abidticos. No entanto, pouco se sabe a respeito dos
processos bioquimicos que ocorrem nas espécies de Coffea € o comportamento destas substancias
na resisténcia das plantas ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e a ferrugem (Hemileia
vastatrix).

O complexo mecanismo de defesa dos vegetais na interacdo planta x inseto x patdogenos ¢
ainda pouco compreendido pelos pesquisadores, o que levanta uma série de questionamentos a
cerca dos aspectos bioquimicos da resisténcia das plantas. As substancias do metabolismo
secundario, tal como os flavandides e os 4cidos clorogénicos, relacionam com a resisténcia de
algumas plantas a determinados insetos, cuja interagdo pode ser positiva ou negativa. Com
relacdo ao cafeeiro, ha evidéncias de que os acidos clorogénicos e flavandides participam do
mecanismo de defesa, porém as informagdes ainda sdo pouco elucidativas. Neste contexto, esta

pesquisa se fundamenta na hipdtese de que a resisténcia do cafeeiro ao bicho mineiro
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(Leucoptera coffeella) e ou a ferrugem (Hemileia vastatrix) pode estar relacionada com a
presenca desses dacidos nas folhas (cafeoilquinico, p-coumaroilquinico, feruloilquinico e
dicafeoilquinico), bem como depende das suas concentragdes presentes no tecido vegetal.
Espera-se que os resultados obtidos com esse trabalho possam contribuir com avangos no
conhecimento a respeito dos mecanismos de resisténcia do cafeeiro ao bicho mineiro (L.

coffeella) e a ferrugem (H. vastatrix).

1.1 Objetivo Geral

O objetivo principal da pesquisa consiste em: (i) identificar os acidos clorogénicos nas
folhas de Coffea arabica L., cultivar Obata IAC 1669-20, Catuai Vermelho IAC 99, e das
populacdes em selecdo H14945-46 e H20049, e (i) quantificar as varias classes de acidos
clorogénicos, nas mesmos germoplasmas, durante a fase reprodutiva do cafeeiro (florescimento,

fruto“chumbinho”, expansao/granagdo e maturacgao).

1.2 Objetivos Especificos
. Avaliar em laboratdrio o nivel de resisténcia ao bicho mineiro (L. coffeella) e a ferrugem

(H. vastatrix) em folhas das espécies de Coffea, na maturacao do fruto;

o Determinar a taxa de crescimento das diferentes espécies de Coffea, durante a frutificacao

(florescimento, fruto “chumbinho”, fruto em expansao/granacao e maturagao);

. Estimar o nivel de infestagdo do bicho mineiro e da infec¢do da ferrugem no campo
durante a frutificagdo (florescimento, fruto “chumbinho”, frutos em expansdo/granacao e

maturacao).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Reproducio do cafeeiro
O desenvolvimento do cafeeiro pode ser dividido em duas fases: vegetativa e reprodutiva.
A fase reprodutiva corresponde basicamente a cinco épocas de frutificacdo: florescimento, fruto

“chumbinho”, expansdo, granacao e maturagao (Figura 1).

Florescimento Chumbinho Expansio Granagao

Maturacio

Figura 1 - Fases de frutificacdo do cafeeiro. Adaptado de Pezzopane et al. (2003)

O florescimento do cafeeiro exige um periodo de seca definido seguido de precipitacdo ou
irrigagdo (ALVIN, 1960), todavia o numero de floragcdes depende da regido e do ano agricola
(RENA et al., 1987). Esse habito reprodutivo do cafeeiro conduz a uma série de dificuldades
praticas relacionadas a colheita, ao controle efetivo de pragas e doencas, assim como afeta a
qualidade dos graos e da bebida.

Durante o desenvolvimento do cafeeiro, as fases vegetativas e reprodutivas ocorrem
concomitantemente, havendo competi¢ao por fotoassimilados entre ambas. Esta ¢ uma das causas
da alternancia de produ¢do da cultura, pois os frutos sdo formados nos ramos e partes dos ramos
que se desenvolveram no ano anterior. Pode-se admitir que em anos de altas produ¢des, a grande
demanda por carboidratos comprometera a vegetacdo, com reducdo das taxas de crescimento da
planta em altura, diametro do caule e comprimento de ramos plagiotropicos em cafeeiros em
producdo, comparado a auséncia de produ¢ao (SALGADO et al., 2008).

A reducdo da érea foliar do cafeeiro, devido principalmente ao ataque de pragas e
doengas, provoca grandes prejuizos na produgdo dependendo das fases de frutificacdo do
cafeeiro. Segundo Parra (1975), a produgdo do cafeeiro cv. ‘Mundo Novo’ apresentou redugao da
ordem de 9, 24 e 87 % quando a area foliar diminuiu em 25, 50 e 75 % respectivamente, na fase
inicial de frutificacdo. J& na fase de granagdo essas mesmas reducdes da area foliar resultaram em

danos na producao de 39, 43 e 46 %.
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O nivel de producao das plantas ¢ um fator que determina maior ou menor grau de
infeccdo do cafeeiro pela ferrugem (Hemileia vastatrix) (ESKES; SOUZA, 1981; MANSK;
MATIELLO, 1984; MATIELLO et al., 1984; ZAMBOLIM et al., 1997). Em plantas com elevada
carga de frutos pode ocorrer um desequilibrio nutricional com aumento da suscetibilidade do
cafeeiro a ferrugem. Em geral, na época de formacdo de frutos, os desequilibrios sdo mais

intensos (MORAES, 1983; ZAMBOLIM et al., 1985).

2.2 Bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville, 1842)

O bicho-mineiro ¢ uma praga originaria do continente africano (GALLO et al., 2002),
especifica do género Coffea e todas as variedades de Coffea arabica sao suscetiveis ao ataque do
inseto (MEDINA-FILHO et al., 1977).

Essa praga ¢ considerada um inseto de metamorfose completa (Figura 2), passando pela

fase de ovo, lagarta, pupa e mariposa (SOUZA, 1998).

Fase de ovo Fase de lagarta
5-21dias 9-40 dias

Fase de adulto
5-26 dias 1-4 dias

Figura 2 - Fases do ciclo biologico de Leucoptera coffeella. Adaptado de Matos (2001)
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Na fase adulta, ¢ uma mariposa com aproximadamente 6,5 mm de envergadura e 2,2 mm
de comprimento, de coloragdo branco-prateado. Durante o dia, as mariposas permanecem na
regido inferior da copa devido ao microclima imido favoravel ao inseto. No final da tarde as
fémeas realizam a postura na parte adaxial das folhas (PARRA, 1985), com maior frequéncia em
folhas do terceiro e quarto internddios (WALKER; QUINTANA, 1969), sendo que existe
preferéncia por oviposicdo em folhas mais velhas em relagao aquelas mais jovens dos primeiros
pares (PARRA, 1975).

O desenvolvimento larval varia de 9 a 26 dias, de acordo com a temperatura (PARRA,
1975), ocorrendo desenvolvimento mais rapido com o aumento da temperatura (PARRA, 1981).
Em estudos realizados por Parra (1981), com a cv. ‘Mundo Novo’, o ciclo bioldégico completo de
L. coffeella foi de 44,3 dias a 20° C, 19,6 dias a 27° C, 17,9 dias a 30° C e 17,5 dias a 35° C. A
larva, ao eclodir, penetra diretamente no mesoéfilo foliar, onde inicia a alimentacdo até a fase de
pré-pupa. E comum as lesdes conterem mais de uma lagarta por mina.

A idade da folha ¢ importante nessa fase do ciclo bioldégico, uma vez que o
desenvolvimento das lagartas ¢ reduzido e a taxa de mortalidade ¢ elevada em folhas novas
(BIGGER, 1969). Esse fato se deve, muitas vezes, a presenca de substancias do metabolismo
secundario relacionados a defesa natural das plantas (WALKER; QUITANA, 1969). Salgado et
al. (2008) observaram maiores teores de fendis totais em folhas jovens de cafeeiro (cv. Obatd) em
relacdo as folhas maduras, durante as fases de frutificagdo. Guerreiro Filho e Mazzafera (2000)
ndo observaram efeito da cafeina sobre a oviposicdo de L. coffeella ou mesmo no
desenvolvimento das lagartas, o que indica uma adaptacdo coevolutiva, sem prejudicar o
desenvolvimento do inseto.

A intensidade de infestacdo do bicho-mineiro varia de ano para ano numa mesma regido
cafeeira. Nas regides com altas temperaturas, baixa umidade do ar e distribuicdo irregular das
chuvas, com periodos secos prolongados, ocorre evolugdo rapida das populagdes, em razido do

ambiente favoravel para o desenvolvimento das populacdes de L. coffeella (ALMEIDA, 1973).

2.3 Ferrugem, Hemileia vastatrix (Berk. Et Br.)
A ferrugem alaranjada do cafeeiro, doenca causada pelo fungo Hemileia vastatrix,
exclusivo do género Coffea, foi detectada pela primeira vez na Africa, proximo ao lago Vitéria,

em 1961 (SCHIEBER, 1975).
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Os principais prejuizos ocasionados pelo ataque severo da ferrugem consistem na redugao
da area foliar, pela formagdo de lesdes, queda prematura das folhas e secamento dos ramos
produtivos, o que afeta o crescimento, o florescimento, o pegamento dos frutos e, em
consequéncia, a producdo do ano seguinte (MATIELLO et al., 2002). Segundo Zambolim et al.
(2002), os decréscimos da producdo devido ao ataque do fungo variam de 35 % a 50 %.

O fungo ¢ um basidiomiceto, da subclasse Hemibasidio mycetidae, pertencente a ordem
Uredinales e familia Pucciniaceae, que se desenvolve na superficie abaxial foliar apds a
germinagdo dos urediniosporos na presenga de dgua e temperatura entre 20° C e 24° C, durante 6
a 8h, ao final do qual emite de um a trés tubos germinativos. A emissdo do tubo germinativo ao
atingir a célula-guarda do estdbmato forma uma estrutura denominada apressorio, da qual saem as
hifas primarias e destas, as secundarias ou hifas de penetragdo. Apds a ramificacdo das hifas
pelos espagos intercelulares, forma-se, na face de contato entre o micélio do fungo e a célula do
hospedeiro, o haustorio, estrutura responsavel pela absor¢ao de nutrientes pelo patégeno, dentro
das células do hospedeiro (ZAMBOLIM, 2002).

O sintoma caracteristico dessa doenga ¢ o aparecimento na face abaxial foliar de manchas
amarelo-palida, com aspecto pulverulento (esporos) e também amarelo-alaranjada (Figura 3). Na

face adaxial aparecem manchas clordticas, amareladas, geralmente limitadas pelas nervuras.

Figura 3 - Sintoma da ferrugem (Hemileia vastatrix) em folhas de cafeeiro

A produgdo de graos correlaciona positivamente com a incidéncia da ferrugem do
cafeeiro (Hemileia vastatrix Berk. et Br.) (ORTOLANI, 1973), em que o nivel de infec¢do, em
campo, relaciona-se com a fase de frutificacdo (ESKES; SOUZA, 1981; MANSK; MATIELLO,
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1984). Da mesma forma, Costa et al. (2006) observaram em cafeeiro (cv. Catuai) que a incidéncia
da ferrugem aumentou a medida que os niveis de desbaste de frutos aumentava (0, 25, 50, 75 e
100 %) e o crescimento da doenga iniciou a partir de janeiro, atingindo o pico na época da

colheita, em julho e ndo evoluiu em plantas sem frutos.

2.4 Mecanismo de defesa das plantas

O metabolismo da planta ndo pode ser estudado individualmente, uma vez que ndo ha
uma divisdo exata entre o metabolismo primario e o secundario. As variagdes que ocorrem nho
metabolismo primario afetam diretamente os processos secundarios. Admite-se, porém, que os
lipidios, as proteinas, os carboidratos e os acidos nucléicos, que sdo comuns aos seres vivos €
essenciais para a manutengdo das células, sdo originados do metabolismo primario. Ja as
substancias originadas a partir de rotas biossintéticas diversas, € que estdo restritas a
determinados grupos de organismos, sdo produtos do metabolismo secundario (VICKERY;
VICKERY, 1981). Salgado et al. (2008) observaram em C. arabica (cv. Obatd) com producao e
sem producdo, durantes as fases de frutificagdo, que as concentracdes foliares de metabdlitos
secundarios ndo diferiram entre as plantas, no entanto as plantas sem produgdo apresentaram
taxas de crescimento em didmetro, no comprimento de ramo e em altura superiores aquelas com
carga. Nas fases de granagdo e expansao dos frutos, em que hd uma grande demanda de
carboidratos e as condi¢des climdticas sdo favoraveis para o crescimento vegetativo, as plantas
com e sem producdo apresentaram menores teores de fenois totais, sugerindo que o metabolismo
primario e o secundario sdo interdependentes e devem ser entendidos conjuntamente.

Os compostos produzidos a partir do metabolismo secundario sao utilizados pelas plantas
para defesa contra insetos, microrganismos e outros herbivoros. Estas substancias distribuem-se,
especificamente, nos tecidos da planta e uma complexa rede enzimatica participa da sintese dos
mesmos, 0s quais sdo armazenados em estado reduzido dentro dos vacuolos. Assim, quando a
planta ¢ submetida a qualquer tipo de estresse bidtico ou abiodtico, estes compostos passam de
uma forma atdxica, reduzida e compartimentalizada para uma forma tdéxica, ndo reduzida e
descompartimentalizada (BECKMAN, 2000).

A defesa da planta deve ser entendida como um conjunto de processos que atuam
associados, podendo-se admitir que raramente um unico mecanismo explica a resisténcia e/ou a

suscetibilidade da planta (OLIVEIRA; ROMEIRO, 1991). De modo geral, para reducdo do
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ataque dos agentes agressores, a planta desenvolve mecanismos quimicos ¢ morfoldgicos -
barreiras fisicas - tais como a indugdo de metabdlitos secundarios (BALDWIN, 2001), de
proteinas defensivas (HARUTA et al., 2001), de substancias volateis que atraem predadores dos
insetos herbivoros (BIRKETT et al., 2000), e tricomas (FORDYCE; AGRAWAL, 2001). Esse
mecanismo de defesa torna a planta repelente, téxica ou de outro modo, inadequada para serem
usadas por esses organismos (VENDRAMIM; CASTIGLIONI, 2000).

As plantas apresentam dois tipos de mecanismo de defesa: constitutivo e induzido. O
mecanismo constitutivo consiste na sintese de substincias secundarias, que sdo acumuladas e
armazenadas, durante todo o crescimento ¢ desenvolvimento das plantas, de modo que as plantas
quando atacadas ja apresentam meios de deter ou matar o agente agressor. Dessa forma, a defesa
constitutiva proporciona a planta hospedeira uma resisténcia ou tolerancia ao ataque de uma
espécie especifica de inseto/patdégeno. Por outro lado, o mecanismo de defesa induzido sintetiza
os metabolitos secundarios em resposta a um ataque, infec¢do, injuria ou a outros estresses
biodticos ou abidticos, sendo uma manifestagdo temporaria de protecdo, em que ndo fornece a
planta uma resiténcia a um futuro ataque (GATEHOUSE, 2002).

Todo esse complexo mecanismo de defesa das plantas induzido na interagdo planta-agente
agressor tem um alto custo na maioria das vezes para a planta. Durante o ataque do inseto, a
planta pode sofrer dois tipos de consequéncias: perda de tecido e um grande investimento
energético para se tornar tolerante (PAUL et al., 2000).

O tecido da planta ferido pelo ataque do inseto pode ser usado posteriormente como um
ponto de infec¢do de outros organismos (PAUL et al., 2000), porém a resisténcia induzida
permite a maxima expressao do potencial de tolerancia da planta contra insetos e patdogenos
(MELLO; SILVA-FILHO, 2002). Os mecanismos de resisténcia sdo ativados proéximo da area
infectada, com a finalidade de prevenir a expansdo do patégeno ou deter a continua predagdo por
insetos. A velocidade com que a planta reconhece a presenca do agressor determina o tempo de
resposta a invasao, desencadeando uma ou mais reagdes de defesa. Se a resposta ¢ mais rapida do
que o processo de infec¢do, pode ser um indicativo da resisténcia da planta, conforme observado
por Silva et al. (2002) em plantas da espécie Coffea arabica. Nesse caso, o sucesso da planta
depende da rapidez e magnitude pela qual a informagdo genética ¢ transmitida e o seu produto
formado (KUC, 1982). A interacao entre um agente agressor ¢ um vegetal ¢ “compativel” quando

causa danos ao hospedeiro, mas se a planta resiste a agressdo a interacdo ¢ definida como
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“incompativel”. Na interacdo ‘“‘incompativel” verifica-se um aumento da atividade da
polifenoloxidase (PPO) (MAZZAFERA; ROBINSON, 2000), responsavel pela oxidacao de
compostos fenodlicos, os quais conferem as plantas maior capacidade de defesa ao agente

agressor.

2.5 Interacao compostos fendlicos, insetos e patogenos

As folhas e os frutos do cafeeiro apresentam grandes concentracdes de acido clorogénico
(CGA). Classicamente o acido clorogénico ¢ um composto secundario, da via biossintética
fenilpropanoide, da familia éster, formado a partir da ligacdo entre o acido quinico e o acido
cindmico, na posi¢do trans. Os acidos cinamicos mais encontrados sao os acidos caf€ico, p-

cumadrico e fertulico (Figura 4) (CLIFFORD, 1999; 2000).

HO\ C// [e] HO\ C// (¢] HO\ C// [e]
L 1. L
ud/ K4 K

oH OCH;3 io:
H H Acido ferulico H

Acido caféico Acido p-cumérico

Figura 4 - Estrutura do 4cido quinico e dos acidos cinamicos (acidos caféico, ferulico e p-cumarico)

O 4cido clorogénico ¢ dividido em cinco classes € os mais conhecidos sdao: os acidos
cafeoilquinico (3-CQA, 5-CQA, 4-CQA), os acidos p-coumaroilquinico (3-pCoQA, 5-pCoQA, 4-
pCoQA), os acidos feruloilquinico (3-FQA, 5-FQA, 4-FQA), os acidos dicafeoilquinico (3,4-
diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-diCQA), e os seis acidos cafeoferuloilquinico (CFQA) (CLIFFORD et
al., 2003; 2006). O acido cafeoilquinico 5-CQA ¢ o composto mais difundido por todos os
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monoésteres formados entre o 4cido caféico (acido cinamico) e o acido quinico (MOLGAARD;
RAVN, 1988), o qual é comumente armazenado e constitui um intermedidrio na via metabolica
da lignina (SCHOCH et al., 2001).

Estima-se que por volta de 2 % de todo o carbono fotossintetizado pela planta ¢
convertido em flavanoides ou em compostos similares (SMITH, 1972). Esses compostos estao
presentes em todas as partes da planta, inclusive nas folhas. Os flavanoides aglicolisados
apresentam uma variedade de forma estrutural, porém todos possuem 15 carbonos e apresentam
uma configura¢do de C6-C3-C6 (Figura 5). Esses compostos sdo produzidos pelas plantas a partir
de precursores da via biossintética do acido chiquimico e do acido maldnico. Em geral, os
flavanoides se apresentam ligados a um agucar se tornando menos reativos e, dessa forma, sao

armazenados nos vacuolos (MARKHAM, 1982).

Flavanoide

Figura 5 - Estrutura do flavanodide genérico

O aumento dos teores de acido clorogénico nos tecidos das plantas ¢ ocasionado, muitas
vezes, pelas grandes variagdes de estresses ambientais, tais como luminosidade, deficiéncia
nutricional e hidrica, ataque de pragas e doengas. Alguns fatores associados ao acumulo de
carboidratos nas folhas, incluindo alta irradiagdo, altas concentracdes de CO, e fornecimento de
sacarose também desencadeiam o acumulo de 4cido clorogénico e outros polifendis, como as
antocianinas (MURRAY; HACKETT, 1991). No entanto, os detalhes que regulam o complexo
mecanismo de biossintese desses compostos ainda sdo pouco conhecidos.

Na pesquisa com a espécie Mahonia repens, em trés ambientes diferentes - pleno sol,
parcialmente sombreado e totalmente sombreado - e em duas épocas do ano - verdo e inverno -,
Grace et al. (1998) observaram no verdo, concentragdo duas vezes maior de CGA nas plantas a

pleno sol e parcialmente sombreadas do que nas plantas sombreadas, sugerindo que altos niveis
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de irradiagao tem um efeito estimulador do metabolismo de fenilpropanodide nessa espécie. No
inverno os teores de CGA foram maiores que no verdo, uma vez que no local onde foi feita a
pesquisa, as condi¢des climaticas no inverno sdo extremas, propiciando as plantas um ambiente
estressante.

Devido as propriedades antioxidante e antibidtica, os 4acidos clorogénicos estdo
envolvidos em inumeras fungdes bioldgicas, tais como resisténcia a pragas e doengas
(MATSUDA et al., 2003). Estes compostos sao amplamente distribuidos em diferentes partes das
plantas e, geralmente, ocorrem nos tecidos em quantidades detectaveis, sendo suscetivel a acdo
da polifenoloxidase (PPO). Entre os varios isdmeros encontrados no café, o 5-CQA ¢ o mais
abundante em sementes e em folhas de C. arabica (CLIFFORD, 1985) e ¢ o substrado mais
eficiente da PPO em cafeeiro (MAZZAFERA; ROBINSON, 2000; MELO et al., 2006). A PPO
oxida rapidamente esse metabodlito convertendo-o a quinona, molécula altamente reativa que
forma ligagdes covalentes com outras moléculas, principalmente com proteinas, que resulta em
compostos de dificil assimilagdo no trato digestivo dos insetos (FELTON et al., 1989). As
quinonas limitam o desenvolvimento de doencas no sitio de infec¢do acelerando a morte das
células ao redor da regido infectada (BI; FELTON, 1995) e atuam em processos enzimaticos
vitais de fungos e bactérias, inibindo, por exemplo, a acdo das fosforilases, das desidrogenases,
das carboxilases e de coenzimas (GOODMAN et al., 1986).

Algumas pesquisas revelam a interagdo da enzima polifenoloxidase (PPO) com o
mecanismo de defesa do cafeeiro. O papel da enzima foi investigado por Melo et al. (2006) em
plantas de café considerando a resisténcia ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e a ferrugem
(Hemileia vastatrix). Esses autores reportaram uma maior atividade constitutiva da PPO em
folhas de Coffea racemosa, resistentes ao bicho-mineiro, em relacdo as plantas de C. arabica,
suscetiveis, e a auséncia de induc¢do da enzima com os danos mecanicos causados pelo inseto. Por
outro lado, a concentracdo de fenol em C. arabica foi superior a encontrada nas folhas de C.
racemosa. Esta pesquisa corrobora os resultados obtidos por Ramiro et al. (2006), em que dois
hibridos de C. arabica foram expostos ao ataque do bicho-mineiro ¢ ndo houve aumento na
atividade da PPO, embora tenha sido observado um discreto aumento na atividade constitutiva
nas folhas de C. arabica depois do ataque. Melo et al. (2006) trabalharam com outras espécies de
café e ndo constataram relagcdo entre a atividade da PPO e a concentracao de fenol, concluindo

que a resisténcia a L. coffeela e a H. vastatrix das diferentes espécies se deve ao potencial
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oxidativo dos tecidos, com base na composi¢ao fenolica e ndo pela atividade dessa enzima. A
eficiéncia da acdo da PPO depende de outros fatores, tais como o nivel dos substratos mais
eficientes e a qualidade e quantidade de proteinas presentes nas plantas (FELTON et al., 1992).

Estudos citologicos conduzidos com plantas suscetiveis e resistentes de C. arabica
inoculadas com o fungo H. vastatrix evidenciaram um aumento da atividade da enzima
fenilalanina amonia-liase (PAL), que esta relacionada com a sintese de compostos fendlicos no
metabolismo secundéario. As plantas resistentes apresentaram concentragdes maximas de
compostos fenolicos em dois instantes diferentes a partir da infec¢do, enquanto que nas plantas
suscetiveis a concentracdo maxima ocorreu tardiamente. O primeiro instante de concentracao
maxima das plantas resistentes coincidiu com o periodo de acimulo dos compostos fendlicos e na
morte rapida das células do hospedeiro no sitio de infeccdo. O segundo instante estaria
relacionado com o acumulo tardio de fendis e a lignificagdo das células. Nas plantas suscetiveis
também ocorreu a morte das células trés dias apds a inoculagdo, porém em baixas porcentagens
nos sitios de infec¢do. A atividade da PAL aumentou nas plantas suscetiveis tardiamente, nao
prevenindo o crescimento e a esporulacdo do fungo (SILVA et al., 2002).

Em estudos de Coffea arabica, Aerts e Baumann (1994) observaram um descréscimo na
concentragdo de acido clorogénico (CGA) armazenado na parede das células cotiledonares,
concomitantemente com o aumento na taxa de polimeros fenolicos durante o desenvolvimento
dos cotilédones. Sugere-se que os fenilpropanoides liberados a partir do 5-CQA sdo depositados
como polimeros fenodlicos tal como a lignina nas células da parede celular dos cotilédones em
expansdo. Mosli e Baumann (1996) trabalharam com células em suspensdo e protoplastos de
folhas de C. arabica e os resultados revelaram que 5-CQA pode estar armazenado no vacuolo ou
associado a parece celular.

As plantas de Asimina triloba que apresentaram altas concentragdes de acido 3-
cafeoilquinico (3-CQA) e baixas de flavonoéides (quercetina e kaempferol) foram adequadas para
oviposi¢do das fémeas do lepidoptero Eurytides marcellus, enquanto as plantas com menores
concentragdes de 3-CQA e maiores de flavandides foram rejeitadas pelas fémeas. Dessa forma, as
fémeas de E. marcellus podem diferenciar as plantas hospedeiras suscetiveis das ndo adequadas
para a aproximacdo e oviposi¢do, por meio da comparagdo do perfil quimico das folhas,
utilizando informagdes qualitativas e quantitativas sobre os compostos 3-CQA e flavanoides

(HARIBAL; FENNY, 2003), corroborando os resultados de Carter et al. (1999). No entanto, trés
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espécies diferentes de Salix atacadas por Operophtera brumata apresentaram um comportamento
diferente do observado nas plantas Asimina triloba. Ruuhola et al. (2001) observaram que as
folhas de Salix phylicifolia que apresentavam altas concentragdes de flavanodides, baixos teores de
acido clorogénico (CGA) e sem a substancia salicilato favoreceram o crescimento rapido das
larvas de O. brumata, enquanto que as folhas de S. myrsinifolia, com baixos teores de
flavanoides, altos de CGA e altos niveis de salicilato, ndo foram adequadas para o
desenvolvimento da larva. Os autores concluiram que os niveis de salicilato e CGA prejudicaram
o crescimento larval, enquanto o flavanoide, principalmente a miricetina, favorece o crescimento

das larvas de O.brumata.
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3 MATERIAL E METODOS

A unidade experimental dessa pesquisa deve ser entendida como a cultura do cafeeiro,
que serd definida segundo a localizagdo, as caracteristicas e a forma de selecdo das amostras para
compor o experimento. Os instrumentos ¢ procedimentos utilizados para atingir os objetivos
previamente definidos serao descritos no decorrer desse capitulo.

O delineamento utilizado na pesquisa para testar as relagdes causa x efeito definidas na
hipotese formulada foi o delineamento experimental, baseado nos métodos da concordancia e da

variagdo concomitante, segundo Lakaos (1983) citado por Oliveira Netto (2008).

3.1 Material vegetal

Na presente pesquisa utilizaram-se, como material de investigacao, as folhas de cafeeiros
adultos em condigdes de campo, do Banco Ativo de Germoplasma do Instituto Agronémico de
Campinas, na Fazenda Santa Eliza, Campinas-SP, situada a 22°53°33,94*° de latitude Sul,
47°04°33,66"° de longitude Oeste e altitude média de 646 m.

A regido de Campinas ¢ caracterizada pelo clima tropical de altitude — Cwa, segundo
classificagdo climatica de Koeppen, com chuvas no verdo, inverno seco ¢ temperatura média do
més mais quente superior a 22°C (Figura 6). Nos periodos de janeiro a mar¢o e outubro a

dezembro, a umidade relativa do ar varia, normalmente, entre 50 % e 54 %.
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Figura 6 - (A) Comportamento climatologico das varidveis temperatura (°C) e precipitagio (mm) da regido de
Campinas-SP, no periodo de 1988 a 2008; (B) variacdo da precipitagdo (mm) e temperatura maxima,
média e minima (°C) da regido de Campinas, durante a realizagdo do experimento (agosto/2007 a

outubro/2008)
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Neste experimento foram utilizadas plantas de Coffea arabica - cultivares Obata (IAC
1669-20) e Catuai Vermelho (IAC 99) - e populagdes obtidas a partir de cruzamentos entre C.
arabica e C. racemosa. As populagdes oriundas das geragcdes RCs e FoRCs (H14954-46) (Figura
7) foram selecionadas quanto ao nivel de resisténcia ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) -
resistente (R) e suscetivel (S) - e as populagdes pertencentes ao RCg (H20049) (Figura 8) que

apresentam niveis diferentes de resisténcia ao bicho-mineiro e a ferrugem (Hemileia vastatrix).

Geragdo Genealogia
Parental C. racemosa C. arabica
IAC1195 X Blue Mountain
22 crs + 44 crs
F TIAC1195-5-1 X C. arabica
33 crs +
RCl IAC1195-5-6 X C. arabica
33 crs *
RC2 C. arabica X IAC1195-5-6-2 X C. arabica
RPP 474-9-57 l 44 crs l H4782-7-882
ctct/ Xc Xc ctct/ Xe Xc
RG C. arabica X H12114-1 H11421-11 X C. arabica
IAC 62 l Barrica R28P9 C2818 EP221 IAC 81
Ct Ct/ xc xc Ct Ct/xc xc ctct/ Xe Xe Ct Ct/ Xe Xe
RG, H14066-12 H13685-1 X C. arabica
C437 EP388 C1841 EP369 ¢ ¢ ¢ IAC 62
Ct Ct/ xc xc Ct ct/ Xc Xe Ct Ct/ xc xc
RGs | [ | H 14954-10 H 14954-40 | H 14954-46
® ® ® C605 EP473  C1176 EP473 C1351 EP473
v \4 v Ct _ /Xcxe Ct _ /Xcxc Ct __ /Xexe
ERG Item 2 Item 10 H13685-1-25 | |
C1059 EP473 ® ® ®
Ct_/Xc Xc v \ 4
ERG (l) Ttem 9 Item 7 Item 6
v
FRG PA Item 8
v
Item 5 PA
PA Item 3
v
Item 4
Figura 7 - Genealogia do genétipo em sele¢do (H14954-46) para a resisténcia ao bicho-mineiro

(Leucoptera coffeella) desenvolvido pelo Instituto Agronomico de Campinas
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Geragdo Genealogia
Parental C. racemosa C. arabica
TIAC1195 X Blue Mountain
22 crs + 44 crs
Fl IAC1195-5-1 X C. arabica
33 crs +
RC1 IAC1195-5-6 X C. arabica
33 crs
RC2 TIAC1195-5-6-2 X C. arabica
44 crs H4782-7-882
i ctct/ Xe Xe
RCy H11421-11 X C. arabica
C2818 EP221 IAC 81
ctct/ Xe Xc l Ct Ct/ Xc Xc
RC 4 H13685-1
C1841 EP369
Ct ct/ Xe Xe
RC5 C. arabica X H 14954-29
CVSH3 ® C1023 EP473
Ct Ct / xc xc * Ct __/Xcxc
FRC, C. arabica X H13685-1-25 X C. arabica
TIAC 144 l C1059 EP473 i CVSH3
Ct Ct/xc xc Ct_/Xc Xc Ct Ct/xc xc
RC6 H20032 H20050 H20049
Item 6 Item 2 Item 3
Figura 8 - Genealogia do genodtipo em selecdo (H20049) para a resisténcia ao bicho-mineiro

(Leucoptera coffeella) e a ferrugem (Hemileia vastatrix) desenvolvido pelo Instituto Agrondmico de

Campinas

Estas espécies foram escolhidas em razdo das diferengas entre os genotipos quanto a
resisténcia ao bicho-mineiro e a ferrugem observadas anualmente pelo Centro de café do Instituto
Agrondmico de Campinas, totalizando 8 tratamentos, e os mesmos divididos em grupos segundo

a semelhanca do material genético, conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1 - Identificagdo das plantas quando ao nivel de resisténcia ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e a

ferrugem (Hemileia vastatrix)

Resisténcia a

Numero de plantas

Genétipo Leucoptera coffeella Hemileia vastatrix

Repeticdes R-S R-S
Catuai Vermelho Grupo T 7 S S
Obat P 7 S R
H 14954-46 - R G I 7 R R
H 14954-46 — S tupo 7 R S
H20049 — RR 3 R R
H20049 — RS Grupo III 2 R S
H20049 — SR P 6 S R
H20049 — SS 4 S S
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A selecao dos individuos no campo ocorreu no més de novembro (13/11/2007), periodo
de florescimento do cafeeiro, utilizando como, parametro de amostragem, o vigor vegetativo da
planta.

Paralelamente foi conduzido um experimento com a cultivar Catuai Vermelho (IAC 99),
constituido de trés tratamentos e 7 repetigdes (1 planta por repeti¢do): T1 - plantas com 100 % de
frutos, T2 - plantas com 50 % de frutos e T3 - plantas sem frutos. Os tratamentos com producao
(50 % de frutos) e sem produgdo foram obtidos pela retirada dos frutos, no inicio da fase de

“chumbinho”, de cada ramo da planta.

3.2 Materiais

3.2.1 Coleta de folhas

3.2.1.1 Folhas destinadas a analises bioquimicas

A coleta das folhas destinadas as andlises bioquimicas, dos genotipos selecionados
(Tabela 1) foi efetuada em quatro épocas que corresponderam as fases de frutificagdo do cafeeiro:
(1) florescimento (13/11/2007); (ii) fruto “chumbinho” (15/01/2008); (iii) granagao (27/02/2008)
e (iv) maturacao (29/04/2008). As folhas foram amostradas na por¢do mediana e nos quatro
quadrantes da planta, coletando-se o terceiro par de folhas. Em média 6 pares de folhas sadias por
planta eram usadas nas analises bioquimicas, totalizando 84 folhas por material genético. Essas
folhas foram destacadas, acondicionadas em saquinhos de tecido voil com zipper, previamente
identificados e, em seguida, congelados e conservados em nitrogénio liquido.

As folhas congeladas em nitrogénio liquido foram armazenadas em freezer -80°C até
serem liofilizadas. O material foi retirado do freezer (-80°C) e transportado para o liofilizador
(Heto Lab equipamentos, FD 4.0) em nitrogénio liquido para que ndo houvesse oxidag¢do das
folhas. A liofilizagdo ocorreu sob pressao de 803 bar e a temperatura de -53°C, durante 48h.
Posteriormente, as folhas foram moidas em moinho de faca (Marconi, MA 630) e acondicionadas
em frascos de acrilico com tampa de plastico. Todas as amostras de folhas, depois de maceradas,

foram levadas para peneira tipo Tamis (35 mesh) para homogeniza¢ao das mesmas.
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3.2.1.2 Folhas destinadas aos testes de nivel de resisténcia

As folhas para os testes em laboratério, de resisténcia a infestacdo de bicho-mineiro e a
infeccdo de ferrugem foram coletadas na fase de maturacdo do fruto. Para tanto, foram usados 15
pares de folhas sadias por planta, sendo 10 folhas para o teste com o bicho-mineiro, 10 folhas
para o teste com a ferrugem e as 10 restantes como testemunha, totalizando 105 folhas por
genotipo. No campo, as folhas eram acondicionadas em saquinhos de tecido telado com zipper,
para maior ventilagdo e previamente identificados. Posteriormente, as folhas foram transportadas
para o laboratdrio e lavadas com dgua corrente para a retirada das impurezas.

A manutencdo da turgidez das folhas durante os testes de resisténcia se deu pela
submersao das folhas em 4gua destilada para o corte da ponta oxidada do peciolo (Figura 9A). As
folhas de cada Gendtipo foram organizadas em placas furadas de Isopor®, as quais foram
colocadas dentro de caixas plasticas com solugdo de benziladenina na concentragio de 107 M
(REIS JUNIOR et al., 2000). Cada caixa continha 70 folhas (10 folhas por planta) referente a um
Genotipo, conforme esquematizado na figura 9B. Dessa forma, as folhas foram mantidas na

posicdo horizontal e seus peciolos em contato com a solucio de hormdnio, conservando a

turgidez foliar no periodo que durou o experimento de laboratorio.

Figura 9 - (A) Folhas de cafeeiro submersa em agua destilada e corte do peciolo; (B) folhas dispostas em placas de

Isopor® com solucio de benziladenina 10”'M

3.2.2 Biometria das plantas
As avaliagdes biométricas das plantas selecionadas dos diferentes genotipos ocorreram
periodicamente durante a conducdo do experimento. A taxa de crescimento do cafeeiro foi

estimada mensurando o crescimento em didmetro do caule, da altura e do comprimento dos
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ramos plagiotropicos selecionados e identificados previamente. As medidas das varidveis foram
obtidas por meio de paquimetro digital (diamentro do caule) e régua milimetrada (altura e

comprimento dos ramos).

3.2.3 Criacao do bicho-mineiro (Leucoptera coffeella)

A criagdao do inseto foi realizada, segundo metodologia descrita por Parra (1985), em
gaiola de infestagdo construida com estrutura e fundo de madeira, com dimensdes de 110 x 60 x
60 cm, e revestida com tecido de algoddo (voil). A gaiola foi apoiada em vasos de plastico e,
periodicamente, uma camada de vaselina era passada nos vasos para evitar o ataque de formigas

(Figura 10).

Figura 10 - Gaiola de criacdo do bicho-mineiro (Leucoptera coffeella)

Na cria¢ao do bicho-mineiro mudas de C. arabica, cultivar ‘Mundo Novo’, considerada
suscetivel ao ataque dessa praga, foram utilizadas para evitar o condicionamento pré-imaginal,
conforme descrito por Lara (1991).

O laboratoério foi mantido a temperatura de 27 + 2° C , fotofase de 14 horas e umidade
relativa de 70 £ 10 %, permitindo a obtengdo de insetos em maior numero e ciclos curtos
(PARRA, 1985). Durante a producao dos insetos, as mariposas eram alimentadas com solucdo de
mel 10 % (NANTES; PARRA, 1978), fornecida diariamente em papel filtro mantido sobre a
gaiola.

No inicio da criagdo, foram utilizadas folhas de cafeeiro, cv. Obata, com pupas de bicho-
mineiro, que eram colocadas dentro da gaiola de infestacdo e permaneciam até a eclosdo da
mariposa. Essas folhas foram utilizadas até que a populagdo do inseto no interior da gaiola
estivesse adequada para iniciar a oviposicdo em mudas de cafeeiro ‘Mundo Novo’. As mudas de

‘Mundo Novo’ eram colocadas na gaiola e permaneciam trés ou quatro noites dependendo do
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tamanho da populagdao. Uma vez infestadas, as mudas eram retiradas e mantidas, em laboratorio,
em caixas plasticas até a fase de pupa. As folhas com pupas do inseto foram destacadas e
colocadas no interior da gaiola (Figura 11), onde ocorria a emergéncia do adulto, depois de,

aproximadamente, 5 dias.

B
Figura 11 - (A) Mudas na gaiola para oviposi¢do; (B) muda com lesdo do bicho-mineiro; (C) folha com pupa do

bicho-mineiro

3.2.4 Patégeno
Os urediniosporos de H. vastatrix foram coletados em cafeeiro naturalmente infectados

(Figura 12), na fazenda Santa Elisa, pertencente ao Instituto Agronomico de Campinas.

Figura 12 - Folhas de cafeeiro infectados com o fungo Hemileia vastatrix
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Os esporos foram recolhidos com auxilio de um pincel, raspando-se suavemente as lesdes
da superficie abaxial das folhas e conservados em papel aluminio. Apds a coleta, os
urediniosporos foram passados em peneiras de 0,149 mm para eliminar impurezas, sendo em

seguida acondicionados em eppendorf e mantidos em nitrogénio liquido até a inoculagdo das
folhas.

3.2.5 Camara para inoculacio

Uma camara foi construida com estrutura de cano PVC e recoberta com plastico grosso
para formacao de um ambiente propicio (24° C e 97 = 3 % de umidade relativa) para a inoculagao
e crescimento do fungo em folhas de cafeeiro destacadas. Para o controle da temperatura e do

fotoperiodo, utilizou-se um termdometro e um timer, respectivamente (Figura 13).

Figura 13 - (A) Timer - programar o fotoperiodo de 12 horas; (B) Termometro - aferir a temperatura maxima e

minima na camara; (C) Camara em que as folhas foram dispostas durante o experimento

3.2.6 Analise bioquimica

Durante o processo de extragdo das amostras de folhas foi usado como solvente o metanol
(MeOH) grau HPLC. Dois reagentes Carrez sao também usados nesse processo, Carrez A (21,9 g
de acetato de zinco em 100 ml de 4gua) e Carrez B (10,6 g de ferrocianeto de potassio em 100 ml

de 4gua). As amostras foram extraidas em ultra-som e centrifugadas por 20 min a 6000 rpm.
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Utilizou-se o cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, modelo LC-20A) para as
analises em CLAE-DAD, em sistema de gradiente constituido por duas bombas, um controlador
de sistema e detector UV-VIS com arranjos de fotodiodo (Shimadzu, modelo SPD-M20A),
ajustado para 210-600nm. Os espectros foram monitorados em trés comprimentos de onda: 220
nm, 270 nm ¢ 310 nm. Os dados obtidos foram analisados e integrados por meio do software
Shimadzu LC-solution. Duas colunas monoliticas (Onyx™ 100 x 3,0 mm, C18 Phenomenex) em
linhas e uma pré-coluna monolitica (Onyx™ 5 x 4,5 mm, C18 Phenomenex) foram utilizadas
para as andlises no cromatografo liquido. Os solventes utilizados na fase movel foram acetonitrila

e acido acético.

3.3 Procedimento experimental

3.3.1 Determinacio da taxa de crescimento

A avaliacdo do crescimento vegetativo foi realizada nas mesmas plantas amostradas para
as analises bioquimicas e nas mesmas épocas — florescimento (13/11/2007); fruto “chumbinho”
(15/01/2008); frutos em granacao/expansdo (27/02/2008) e maturacdo (29/04/2008). Esse
procedimento foi adotado com o objetivo de estimar, indiretamente, a alocagdo de carboidratos
nas plantas com producao e sem producao da cultivar Catuai e os demais genétipos selecionados.

Nessa avaliacdo complementar foram determinadas as taxas de crescimento das plantas
em diametro (TCD), em altura (TCH) e em comprimento de ramos plagiotropicos (TCR), a partir
do acompanhamento da altura da planta (cm), didmetro do caule (mm), e comprimento dos ramos

plagiotrépicos (cm).

3.3.1.1 Taxa de crescimento em didmetro do caule (TCD; mm dia'l)
Essa variavel foi determinada por meio das medidas de didmetro do caule (DC, mm), na
regido localizada abaixo da cicatriz de inser¢ao das folhas cotiledonares.

A taxa de crescimento do didmetro (TCD) foi calculada de acordo com a expressao 1:

TCD = ADC/At (1)
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em que TCD (mm dia™) corresponde a taxa de crescimento em didmetro, ADC (mm) a variacio
do didmetro em cada intervalo de amostragem e At (dia) relativos aos intervalos entre as

amostragens (t2-t1; t3-t2; t4-t3).

3.3.1.2 Taxa de crescimento em altura da planta (TCH; cm dia™)
Para a determinagdo da altura (H, cm) foi efetuada a medida entre o nivel do solo até a
inserc¢do do ultimo par de folhas expandidas.

A taxa de crescimento em altura (TCH) foi calculada de acordo com a expressao 2:
TCH = AH/At )

em que TCH (cm dia™) corresponde & taxa de crescimento em altura, AH (cm) a variagdo da
altura obtida em cada intervalo de amostragem e At (dia) relativos aos intervalos entre as

amostragens (t2-t1; t3-t2; t4-t3).

3.3.1.3 Taxa de crescimento de ramos plagiotrépicos (TCR; cm dia™)

Os 5 ramos marcados aleatoriamente e em torno da planta foram identificados pela,
colocagao de uma fita indicativa nos nos determinados. Todas as medidas de comprimento foram
feitas sempre a partir do ponto previamente identificado (fita).

A taxa de crescimento dos ramos plagiotropicos (TCR) foi calculada de acordo com a

expressao 3:
TCR = ACR/At 3)

em que TCR (cm dia™) corresponde a taxa de crescimento dos ramos plagiotropicos, ACR (cm) &
variacdo do comprimento desses ramos em cada intervalo de amostragem e At (dia) relativos aos

intervalos entre as amostragens (t2-t1; t3-t2; t4-t3).

3.3.2 Infestacio das plantas e avaliacdo do nivel de resisténcia
As caixas com as folhas em solucdo de benziladenina 107 M foram colocadas

individualmente dentro da gaiola de infestagdo para oviposi¢ao do bicho-mineiro. Cada Genotipo



53

permaneceu no interior da gaiola por uma noite, sendo anotada a data para o acompanhamento
das fases de desenvolvimento do inseto. As caixas foram armazenadas em prateleiras e cobertas
com tecido de algodao (voil), em condi¢des controladas até o surgimento das primeiras pupas.

A avaliagdo do nivel de resisténcia foi feita mediante escala de 1 a 4 pontos, segundo
metodologia descrita por Guerreiro Filho et al. (1999), que consiste na classificacdo das plantas
quanto a resisténcia ao bicho-mineiro em funcdo do tipo de lesdo apresentada apds infestacao

artificial em laboratério (Tabela 2) (Figura 14).

Tabela 2 - Escala de pontos para a classificagdo de plantas em fun¢do da analise do tipo de lesdo desenvolvida em

discos foliares pelo ataque de Leucoptera coffeella

Pontos Classificacao Descricao
1 Resistente Lesdes pontuais
2 Moderadamente resistente Lesdes filiforme pequenas
3 Moderadamente suscetivel Lesdes grandes irregulares
4 Suscetivel Lesoes grandes arredondadas

Figura 14 - Tipos de lesdes produzidas por Leucoptera coffeella em folhas de cafeeiros com diferentes niveis de
resisténcia. (A) lesdo pontual; (B) lesdo filiforme pequena; (C) lesdo grande irregular; (D) lesdo grande

arredondada

Apds a avaliagdio do nivel de resisténcia de cada Gendtipo, as folhas foram
acondicionadas em saquinhos de tecido de algodao (voil) e congeladas em nitrogénio liquido.

Essas amostras foram preparadas para analise bioquimica conforme descri¢do no item 3.2.1.1.
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3.3.3 Inoculacio das plantas com o patégeno e a avaliacdo do nivel de resisténcia

Os urediniosporos do fungo H. vastatrix, congelados em nitrogénio liquido, foram
submetidos a um choque térmico por 10 min pela imersdo do eppendorf em agua aquecida a
40°C. Os esporos foram misturados em agua destilada em uma concentragio de 2 mg ml™ em que
se adicionou detergente 0,1 % (7Tween 20) para facilitar a homogeinizacdo da suspensdo.
Posteriormente, a suspensao foi agitada por 20 min em agitador magnético (Guzzo, 2004).

Para a inoculagdo das folhas com o patdégeno, foi aspergida a suspensao de urediniosporos
nas superficies abaxiais das folhas coletadas no campo. As folhas inoculadas foram mantidas no
escuro por meio da cobertura das caixas com um saco plastico preto por 48h e umidade relativa
de 85 % + 3 % e temperatura de 24° C + 3° C. As caixas foram transferidas para cdmara (Figura
13C) e mantidas em condi¢des adequadas até o surgimento dos sintomas.

O surgimento dos primeiros sintomas ocorreu apds 22 dias da inoculagdo. A intensidade
da infecgdo nas folhas dos genotipos foi quantificada por meio do software para quantificagdo de
doencas em plantas - Quant V. 1.0 (Vale et al., 2002) e os resultados expressos em porcentagem

de area foliar lesionada (Figura 15).
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Figura 15 - Software Quant para quantificac@o da intensidade de infec¢do de ferrugem nas folhas de cafeeiro

Apds a avaliacdio do nivel de resisténcia de cada Gendtipo, as folhas foram
acondicionadas em saquinhos de tecido de algodao (voil) e congeladas em nitrogénio liquido.

Essas amostras foram preparadas para analise bioquimica conforme descri¢ao no item 3.2.1.1.
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3.3.4 Analise bioquimica

3.3.4.1 Extracao

Para analise em cromatografia liquida foram pesadas 30 mg de cada amostra de folhas
maceradas e armazenadas em tubos eppendorf. Em seguida, adicionou-se 3ml de solucido de
metanol 50 % (1 MeOH: 1 H,O). Os tubos foram fechados com tampa de rosca e mantidos por 20
minutos em ultra-som. Posteriormente, foi acrescentado 15 pL de Carrez A e agitado por 30
segundos em vortex e depois mais 15 pL de Carrez B e agitado por mais 30 segundos em vortex.
Os extratos foram centrifugados a vacuo por 15 minutos com velocidade de 6000 g a temperatura
de 10° C (CARROLO, 2008). O sobrenadante foi transferido para um eppendorf e armazenado
em camara fria por uma noite. A amostra foi filtrada com filtro de seringa de PVDF 0,2 um e
transferido para um recipiente proprio utilizado em cromatografia liquida (vial/ 2 ml com tampa

de rosca e septo PTFE/ Silicone).

3.3.4.2 Cromatografia liquida

Para a separacdo dos compostos fenolicos dos extratos de folhas utilizou-se um
equipamento de cromatografia liquida, em que se usou como fase méovel H,0 : acido acético 1 %
(fase A) e acetonitrila : acido acético 1 % (fase B), com um gradiente de 0 a 3 % de fase B em 10
minutos; 3 a 30 % de fase B em 10 a 30 minutos; 30 a 100 % de fase B em 30 a 32 minutos; 100
% de fase B em 32 a 34 minutos; 3 % em 34 a 35 minutos, além de 2 minutos para retorno as
condi¢des iniciais e re-equilibrio da coluna (conforme descrito no item 3.2.6).

Dentre todos os compostos separados nas andlises dos extratos de folhas foram escolhidos
apenas os picos principais e majoritarios presentes no cromatograma. A variavel fenois totais, que
consiste na somatdria de todas as areas dos picos obtidas no cromatograma, também foi utilizada
para verificar comportamento dos genétipos estudados. Para a quantificagdo dos compostos

selecionados utilizou-se a area dos graficos fornecidos pelo software Shimadzu LC-solution.

3.4 Analise estatitica
Os dados obtidos nos experimentos de laboratorio e os dados coletados no campo foram
submetidos a anélise de variancia com auxilo do programa estatistico Statistica 6.0 (data analysis

software system - STATSOFT, 2001) e as médias foram comparadas pelo teste Tukey, ao nivel
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de 5 % de probabilidade. Nos casos em que houve perda de repeticdes, os resultados foram

analisados em componentes principais (ACP)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressao de resisténcia

A analise de variancia dos valores referentes a escala de dano (1 a 4) ¢ a duracao da fase
de ovo a lagarta do bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e a porcentagem de area lesionada pela
ferrugem (Hemileia vastatrix), foi realizada com todos as plantas das populagdes selecionadas,
por reunir genotipos de diferentes classes de resisténcia (resistente-R; moderadamente resistente-
MR; moderadamente suscetivel-MS; suscetivel-S). Os gendtipos H20049-RR (resistente ao
bicho-mineiro e a ferrugem) e RS (resistente ao bicho-mineiro e suscetivel a ferrugem), ambos
resistentes ao bicho-mineiro, nao fizeram parte da andlise de varidncia para variavel duragdo
(ovo-lagarta), uma vez que nao foram observadas pupas em folhas destes tratamentos.

Os resultados obtidos nos experimentos, em laboratério, de nivel de resisténcia foram os
esperados, revelando que hé variagdo entre as populagdes na expressdo de resisténcia ao bicho-
mineiro e a ferrugem. As folhas infestadas pelo bicho-mineiro apresentaram lesodes do tipo 1, 2, 3
e 4 (Figura 14), em que as folhas das cvs. Catuai e Obatd e do gen6tipo H14954-46-S (suscetivel

ao bicho-mineiro) ndo diferiram quanto a escala de dano, com lesdes do tipo 4 (Tabela 3).

Tabela 3 - Nivel de resisténcia ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e a ferrugem (Hemileia vastatrix), dos
gendtipos avaliados em laboratorio, mediante o uso de escala de pontos (1-4) e duragdo em dias das fases

de ovo a lagarta e porcentagem de area lesionada, respectivamente

Nivel de Resisténcia Leucoptera coffeella Hemileia vastatrix
. . - Duragio ( .
Genétipo Bicho-mineiro/Ferrugem Escala de dano (ovo-lagarta) Area lesionada
Resistente/Suscetivel (I\;‘)éri?:) Desvio Padrio I\;Idelilss Desvio Padrao M(e;;;l)i)as Desvio Padrao

Catuai 0% S/S 6,0b 0,38
Catuai 50% S/S 10,9 a 1,53
Catuai 100% S/S 39a 0,08 18,0b 8,6a 2,17
Obata S/R 37a 0,15 18,5b 0,0c 0,0
H14954-46-R* R/S 1,0d 0,00 0,1b 0,04
H14954-46-S S/S 38a 0,16 18,4 b 50a 1,52
H20049-RR* R/R 1,0d 0,06 0,1b 0,22
H20049-RS R/S 1,1d 0,14 0,9 ab 0,03
H20049-SR S/R 2.8b 0,29 333a 0,3b 5,27
H20049-SS S/S 1.8¢ 0,17 33,0a 59a 0,34

* R: resistente ao bicho-mineiro; S: suscetivel ao bicho-mineiro; RR: resistente ao bicho-mineiro e a ferrugem; RS: resistente ao bicho-mineiro e suscetivel a ferrugem;
SR: suscetivel ao bicho-mineiro e resistente a ferrugem; SS: suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem

** Médias seguidas por uma mesma letra, nas colunas, nio diferem pelo teste Tukey 5%

(...) Dado numérico ndo disponivel
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As plantas de H20049-RR e RS, apresentaram danos do tipo 1, menor nota da escala de
pontos descrita na tabela 2, demonstrando adequacao e uniformidade das plantas selecionadas. As
plantas da populagdo H20049-SR (suscetivel ao bicho-mineiro e resistente a ferrugem)
selecionadas como plantas suscetiveis ao desenvolvimento do inseto apresentaram uma leve
expressao de resisténcia - dano do tipo 2 (Tabela 3), contudo os insetos conseguiram completar
seu desenvolvimento, cuja duragdo entre as fases de ovo e lagarta foi de 33 dias (Tabela 3). J& nas
plantas cv. Catuai, cv. Obata e H14954-46-S este periodo foi de 18 dias, o que indica que as
mesmas sdao mais adequadas para o desenvolvimento do bicho-mineiro, com nivel de
suscetibilidade superior dos outros gendtipos estudados.

A duragdo do ciclo total (ovo a emergéncia do adulto) de L. coffeella , bem como a
viabilidade tém correlagdo direta com cada uma das fases de desenvolvimento do inseto, as quais
podem variar com a temperatura, umidade e o hospedeiro. Essas informacdes possibilitam
caracterizar as plantas quanto ao nivel de resisténcia, podendo ser plantas mais ou menos
adequadas ao desenvolvimento completo do inseto. Neste contexto, as plantas H20049-SR e SS
(suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem), suscetiveis ao ataque do bicho-mineiro se
apresentaram pouco adequadas ao inseto, uma vez que as plantas dessas populagdes sdao oriundas
do cruzamento entre C. arabica ¢ C. racemosa. Provavelmente, os genes de resisténcia a L.
coffeella presentes em C. racemosa tenham alguma relacdo com a reagao dessas plantas ao ataque
deste inseto.

As areas foliares lesionadas decorrentes da inoculacdo de esporos de H. vastatrix variaram
conforme o nivel de resisténcia dos genotipo estudados, em que as plantas da cv. Catuai e das
populagdes H14954-46-S e H20049-SS nao diferiram estatisticamente entre si na porcentagem de
area lesionada, no entanto os valores foram superiores aos encontrados nos outros genotipos
(Tabela 3).

Os genotipos H20049-RR e SR, com expressdo de resisténcia a ferrugem, apresentaram
baixas porcentagens de area foliar lesionada, entretanto os mesmos nado diferiram estatisticamente
das populacdes H14954-46-R e H20049-RS. Estas populacdes em selecdo (H14954-46-R e
H20049-RS) ainda que suscetivel ao patdgeno expressaram determinado nivel de resisténcia a
ferrugem, uma vez que sdo oriundas do retrocruzamento com C. arabica, cv. Icatu Vermelho

(H4782-7-882), resistente a ferrugem.
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O nivel de produgdo do cafeeiro estd intimamente relacionado com a incidéncia de
ferrugem no campo, uma vez que as altas cargas de frutos comprometem o estado nutricional
com o aumento da suscetibilidade da planta a ferrugem (ESKES; SOUZA, 1981; MANSK;
MATIELLO, 1984; MATIELLO et al., 1984; ZAMBOLIM et al., 1997). Nesse contexto, as
plantas selecionadas da cv. Catuai, suscetivel a ferrugem, foram desbastadas em diferentes niveis
de produgao (0 %, 50 % e 100 % de frutos), conforme descrito no item 3.1. Os resultados obtidos
foram os esperados, uma vez que as plantas sem frutos apresentaram menores valores de area
foliar lesionada, no entanto ndo houve diferengas entres as plantas com 50 % dos frutos e as
plantas com 100% (Tabela 3), pois a produg¢do de grdos (g) entre os dois tratamentos foi
semelhante pelo teste Tukey 5 % (4471 g - Catuai 0 % e 4314 g — Catuai 100 %). Esta
semelhanca se deve, provavelmente, o raleamento de 50 % dos frutos beneficiou a granacao, o
que resultou em frutos maiores. E importante salientar que ndo foi avaliado o peso de 100

sementes.

4.2 Caracterizacao dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos presentes nas folhas dos genotipos estudados foram separados por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) e analisados em dois
comprimentos de onda: 270 e 325 nm, sendo este ultimo utilizado para verificar a presenga ou
auséncia do flavanol (pico 9). Os resultados obtidos nos cromatogramas foram bastante
complexos e, dessa forma optou-se por picos majoritarios correspondentes a diferentes
compostos fendlicos e os picos referentes aos acidos clorogénicos (CGA), totalizando 16 picos
(Tabela 4). Para caracterizacao desses picos foi levado em conta o tempo de retencdo e o espectro

na regido UV.
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Tabela 4 - Identificag@o dos picos e caracterizagdo dos compostos gerados pelos cromatogramas

Picos Tempo de Retencdo (min) Fenois
1 2,5 Acido clorogénico
2 2,7 Acido
3 6,8 Acido clorogénico
4 8,6 Acido
5 12,3 Acido clorogénico
6 15,5 Acido
7 16,1 Acido clorogénico
8 17,4 Acido
9 18,3 Flavanol
10 18,8 Flavanol
11 20,0 Flavonol
12 20,5 Flavonol
13 22,5 Flavonol
14 24,0 Acido clorogénico
15 243 Acido clorogénico
16 25,5 Acido clorogénico

Os picos selecionados para o estudo dos genotipos estdo relacionados no cromatograma
abaixo, em que aparece o tempo de retencdo em destaque de cada composto, com exce¢dao do
pico 2, que s6 foi observado nas folhas destinadas aos testes de resisténcia em laboratorio (Figura
16). Os espectros na regido UV, observado no DAD, entre 270-325nm, caracterizaram os picos

do cromatograma gerado no UV 270nm (Figura 17).
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Figura 16 - Cromatograma no UV 270nm com destaque aos tempos de retencdo dos compostos fendlicos estudados

em extrato de folhas do cafeeiro H14954-46-R
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Figura 17 - Espectros na regido do UV observado no DAD, na regido de 270-325nm referentes aos: acido

clorogénico, acido, flavanol e flavonol

Os cromatogramas gerados pelo DAD apresentaram perfis semelhantes entres os

genotipos, diferindo apenas na concentragdo dos compostos (dados avaliados pelas areas dos

picos nos cromatogramas na regido do UV) e na presenca do pico 5 (em destaque) nas plantas

H14954-46-R e H20049 (RR, RS, SR e SS) (Figura 18). Dessa forma, as diferencas existentes

quanto ao nivel de resisténcia ao bicho-mineiro e a ferrugem das populagdes estudadas ndo

podem ser atribuidas ao perfil cromatografico, podendo conferir a presenga de genes oriundos de

cruzamentos com C. arabica, comum a todas as populagdes. Em estudos com diferentes espécies

de Coffea os perfis cromatograficos podem ser distintos com auséncia ou presenga de picos,

conforme observado por Melo et al. (2006), em C. arabica, C. racemosa ¢ C. salvatrix.
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Figura 18 - Cromatograma, na regido UV 270nm, das folhas de cv. Catuai, cv. Obata, H14954-46 (R e S) e H20049

(RR, RS, SR, SS), em trés situacdes: folhas sadias do campo, folhas destinadas a testes em laboratério de

bicho-mineiro e ferrugem, com destaque (flecha) a presenca do pico 5 (4cido clorogénico)
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4.3 Quantificacdo dos compostos fenolicos

4.3.1 Durante as fases de frutificacdo do cafeeiro

As andlises em cromatografia liquida foram realizadas em quatro fases de frutificacdo do
cafeeiro - florescimento, fruto “chumbinho”, granacdo e maturacdo - nos diferentes gendtipos,
com a finalidade de observar a variagdo sazonal dos &cidos clorogénicos (CGA), flavanol,
flavonol e fendis totais.

Os teores de fenois totais variaram durante os estagios de maturag¢do do cafeeiro de forma
semelhante entres os gendtipos, com uma diminui¢do acentuada na sintese dos compostos

fendlicos na fase de granacao (Figuras 19, 20 e 21).
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Figura 19 - Representacéo grafica da variagdo dos teores de fenois totais nas cultivares Catuai sem (—o—) e com 50 %
(-o-) e 100 % (-A-) de producdo e Obatd (--e--), durante as fases de frutificagdo do cafeeiro:

florescimento, fruto “chumbinho”, granagdo ¢ maturagao
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Na fase de granac¢do do fruto, quando ha maior demanda por carboidrato para enchimento
do grdo, a planta prioriza o metabolismo primario em detrimento a sintese de fendis totais. Esse
mesmo comportamento foi observado por Salgado et al. (2008) em C. arabica, em que a
concentragdo de fendis totais na planta diminuiu nas fases de expansdo e granagdo, época que o
acimulo de matéria seca ¢ da ordem de 44,6 % e 27,2 %, respectivamente (CHAVES;

SARRUGE, 1984)

22000000 I

20000000 7

18000000 O—

16000000 ~

14000000

12000000

10000000

8000000 [
-O- H14954-46-R

-@ H14954-46-S

6000000 : : : :
Florescimento Chumbinho Granagao Maturagao

Figura 20 - Representacdo grafica da variagdo dos teores de fendis totais nos gendtipos H14954-46-R - resistente ao
bicho-mineiro (—o—) e H14954-46-S - suscetivel ao bicho-mineiro (--e--), durante as fases de frutificagdo

do cafeeiro: florescimento, fruto “chumbinho”, granag¢éo e maturagéo

As altas variabilidades observadas nas barras de variancia das figuras 19, 20 e 21 sdo

justificadas pelo delineamento experimental, no qual determinou uma planta por repeti¢do. Dessa
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forma, as particularidades existentes em cada planta, independentemente de pertencerem a

mesma espécie, mesma cultivar ou mesmo gendtipo, interferiram na analise estatistica.
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Figura 21 - Representacdo grafica da variagdo dos teores de fendis totais nos gendtipos H20049-SR - suscetivel ao
bicho-mineiro e resistente a ferrugem (—o—); H20049-RR - resistente ao bicho-mineiro e a ferrugem
(—o-); H20049-SS - suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem (—A-); H20049-RS - resistente ao bicho-
mineiro e suscetivel a ferrugem (--e--), durante as fases de frutificagdo do cafeeiro: florescimento, fruto

“chumbinho”, granagdo e maturagdo

Os resultados obtidos com as andlises das populacdes foram agrupados segundo
semelhanca do material genético: Grupo I - cv. Catuai e cv. Obatd; Grupo II - H14954-46; Grupo
IIT - H20049 (Tabela 1) e submetidos a analise de variancia.
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4.3.1.1 Grupo I

Os teores médios do acido clorogénico (CGA), do flavanol e do flavonol nas folhas das
cultivares Catuai e Obata, durante as fases de frutificagdo, diminuiram na fase de granacdo, com
exce¢do dos picos 8 (acido), 11, 12 e 13 (flavonol) que apresentaram menores concentragdes nas
trés primeiras fases, aumentando a sintese destes na fase de maturagdo. O acido clorogénico

referente ao pico 1 foi maior na fase de florescimento (Tabela 5).

Tabela 5 - Médias seguidas de desvio padrdo das areas dos picos correspondentes aos compostos fendlicos
identificados nas cultivares Catuai sem produgdo e com 50 % e 100 % de produgdo e Obata, durante as

fases de frutificag¢@o do cafeeiro: florescimento, fruto “chumbinho”, grana¢do e maturagéo

. . Florescimento Chumbinho Granacio Maturacio
Heo e Mt pe M pert v pon s g
1 CGA 155456  a 9753 145470 ab 10279 14212 ¢ 5934 121883 b 10108
2 Acido
3 CGA 4873079 a 945485 3869561 a 253786 1319340 b 165952 4058867 a 249844
4 Acido 3566930 a 89399 3083696 b 78834 3380850  ab 56990 3471179  ab 205268
5 CGA
6 Acido 264693 a 16995 294583 a 24009 .. b ... 234276  a 42615
7 CGA 136629 a 5529 130743  a 10852 .. b 106631 a 18888
8 Acido 673800 b 20826 649910 b 51643 88283 ¢ 16123 943706 a 99771
9 Flavanol 2171918  a 61486 2622766  a 184192 1477742 b 103937 2502299 a 180815
10 Flavanol 321286 a 9976 392607 a 28923 193293 b 16334 384561 a 25961
11 Flavonol 605145 b 30224 628303 b 38766 591962 b 37003 829016 a 60848
12 Flavonol 343357 ¢ 37296 507710 b 48487 527313  ab 43675 665159 a 51069
13 Flavonol 447073 ¢ 48579 802715 b 64409 933102 b 70337 1243473 a 84448
14 CGA 113052 a 8049 138490 a 10473 42881 b 14591 144786 a 17530
15 CGA 116439 b 14016 186233 a 14160 58582 ¢ 5840 91403  bc 14440
16 CGA 70764 a 3165 75342 a 6008 13757 ¢ 3893 51499 b 3671

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, nio diferem pelo teste Tukey 5%
(...) Dado numérico nio disponivel

O 4cido clorogénico (CGA) correspondente ao pico 5 ndo foi observado no cromatograma
do Grupo I, na regido UV 270nm, em nenhuma fase de frutificagdo do cafeeiro. J& os picos 6
(acido) e 7 (CGA) ndo estiveram presentes apenas na fase de granacao (Tabela 5).

Nos meses de fevereiro e margo, fase de granacdo do cafeeiro, observou-se na area
experimental, na regido de Campinas, um periodo de alta incidéncia de bicho-mineiro, sendo a
cv. Obata a mais atacada pelo inseto (Figura 22). J& o periodo de alta incidéncia de ferrugem

ocorreu nos meses de abril e maio (fase de maturagdo), em que as plantas dos tratamentos cv.
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Catuai com 50 % e Catuai com 100 % de frutos foram os mais infectados pelo patogeno (Figura

23).
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Figura 22 - Representagdo grafica da variacdo de folhas lesionadas pelo ataque de bicho-mineiro (%) nas cultivares
Catuai sem (—0-) e com 50 % (—o-) e 100 % (—A—) de producdo ¢ Obata (--e--), durante as fases de

frutificagdo do cafeeiro: florescimento, fruto “chumbinho”, granac¢do e maturagao
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Figura 23 - Representacdo grafica da variacdo de folhas lesionadas pela infec¢do de ferrugem (%) nas cultivares
Catuai sem (—o—) e com 50 % (—o—) e 100 % (—A-) de producdo e Obatad (--e--), durante as fases de

frutificagdo do cafeeiro: florescimento, fruto “chumbinho”, granagdo e maturacdo

As plantas da cv. Obata apresentaram maior nimero de folhas lesionadas pelo bicho-
mineiro em relagdo aos outros tratamentos (Figura 22). Assim, nessa cultivar que ¢ resistente a
ferrugem e que, por isso, apresenta maior retencdo foliar nos periodos de alta incidéncia do
patogeno, verifica-se que as folhas lesionadas pelo bicho-mineiro tornam-se mais numerosos e
visiveis. No entanto, o nimero de folhas por ramos marcados da cv. Obata, durante todo o
periodo de maturagdo do fruto, foi inferior ao da cv. Catuai (Figura 24). Segundo Matos (2001),
fémeas de L. coffeella apresentam preferéncia para oviposi¢do em folhas da cultivar Obata IAC

1669-20 quando comparada a cultivar Catuai Vermelho de C. arabica.
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Figura 24 - Representagdo grafica da variacdo do numero de folhas nas cultivares Catuai sem (—o—) e com 50 %
(-o-) e 100 % (-A-) de producdo e Obatd (--e--), durante as fases de frutificacdo do cafeeiro:

florescimento, fruto “chumbinho”, granagdo e maturacao

As diferencas encontradas na porcentagem de folhas lesionadas no campo entre as
cultivares foram semelhantes as observadas em laboratério (descritos no item 4.1), em que a cv.
Catuai sem produc¢do apresentou valores inferiores aos tratamentos representados pelas plantas de

Catuai com 50 % e 100 % de frutos (Tabela 6).
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Tabela 6 - Valores médios e desvio padrdo das variaveis fenois totais (area dos picos), nimero de folhas, folhas
lesionadas por bicho-mineiro (%) e folhas lesionadas por ferrugem (%), nas cultivares Catuai sem e com

50 % e 100 % de produgdo ¢ Obata

B Catuai 0 % Catuai 50 % Catuai 100 % Obata
Varvel | Taaia bmiewem  bmm M pmb e e
Fendis Totais 16105241 a 4060015 17031781 a 3810414 16329721 a 4645244 15397774 a 6048029
Folha (n°) 11 a 5 11 a 4 11 a 3 8 b 2
Bicho-mineiro (%) 79 b 64 91 b 11,5 78 b 73 360 a 32,7
Ferrugem (%) 33 ab 56 82 a 17,7 89 a 16.4 00 b 0,0

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

As concentragdes dos compostos referentes aos picos 1 (CGA), 6 (acido), 7 (CGA), 12
(flavonol), 14 (CGA) e 15 (CGA), durante os estagios de maturagdo do cafeeiro, variaram
conforme a cultivar (Tabela 8), no entanto os teores de fendis totais ndo apresentaram diferencas
significativas entre as cultivares (Tabela 6). Os teores destes fendis variaram mesmo entre 0s
tratamentos com as plantas da cv. Catuai (0 %, 50 % e 100 % de producdo), em que aquelas com
50 % e 100 % de frutos apresentaram os maiores teores de fendis referente aos picos 6, 7, 12 e
14. Dessa forma, atribui-se ao aumento da sintese destes compostos fendlicos a maior incidéncia
de ferrugem nos tratamentos com maior producdo de frutos. Ja a cv. Obata, resistente a ferrugem,
apresentou teores maiores de acido clorogénico (picos 1 e 15).

As taxas de crescimento das plantas Catuai nos diferentes niveis de producdo nado
diferiram entre si, com excec¢do ao crescimento dos ramos plagiotropicos, em que as plantas sem
produgdo apresentaram as maiores taxas (Tabela 7). Assim sendo, o carboidrato translocado do
metabolismo secundario para primario para atender a demanda destinada ao crescimento
vegetativo ndo ocorreu entre os tratamento, dessa forma a sintese de fenois totais foi semelhante

entre as plantas Catuai (0 %, 50 % e 100 %).

Tabela 7 - Taxa de crescimento dos ramos plagiotropicos (TCR; cm.dia™), em altura (TCH; cm.dia™"), em didmetro
(TCD; mm.dia™") e produgdo (g) das plantas cultivar Catuai sem produgio e com 50 % e 100 % de
producdo e Obata

B Catuai 0 % Catuai 50 % Catuai 100 % Obata
VL wess DR wels PO Men gt v o
TCR (cm.dia™) 0,0930 a 0,0163 0,0789 ab 0,0250 0,0671 ab 0,0152 0,0498 b 0,0179
TCH (cm.dia™) 0,1168 a 0,0379 0,1115 a 0,0796 0,0798 a 0,0192 0,1128 a 0,0477
TCD (mm.dia™) 0,0406 a 0,0207 0,0452 a 0,0295 0,0322 a 0,0149 0,0192 a 0,0049
Producdo (g 371 b 267 4471 a 2349 4314 a 1272 5558 a 1695

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%
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Tabela 8 - Médias seguidas de desvio padrdo das areas dos picos correspondentes aos compostos fendlicos

identificados nas cultivares Catuai sem produgéo e com 50% e 100% de producédo e Obata

. . Catuai 0 % Catuai 50 % Catuai 100 % Obata
TP e pe e pe e pel s e
1 CGA 98378 b 11921 113363 b 11902 98458 b 11856 166981 a 18667
2 Acido
3 CGA 3563016 a 286715 4672428 a 1020278 3205073 a 306479 3230043 a 324807
4 Acido 3392350 a 88972 3254435 a 150586 3312047 a 75757 3597984 a 218823
5 CGA
6 Acido 143859 ¢ 32065 269677 a 32905 251355 ab 32432 174608  bc 38038
7 CGA 78817 b 13495 130116 a 16418 111833 a 14356 72783 b 16562
8 Acido 614127 a 72169 746960 a 113302 577804 a 69983 540250 a 63845
9 Flavanol 2252530 a 122653 2199412 a 166206 2120838 a 162170 2459344 a 236646
10 Flavanol 336093 a 19844 333243  a 26111 300977 a 26244 367898 a 36265
11 Flavonol 638792 a 33535 695405 a 36512 673086 a 38102 667572 a 88610
12 Flavonol 486256  ab 30780 522121 ab 43036 626932 a 41466 361312 b 82328
13 Flavonol 848423 a 65290 800235 a 72629 965982 a 85691 760954 a 141841
14 CGA 100211 b 14047 142183 a 10805 120660  ab 17191 88875 b 14920
15 CGA 89475 b 14693 117498  ab 14082 114871  ab 14463 156224 a 20737
16 CGA 51621 a 5478 57838 a 6423 49915 a 5780 65765 a 7800

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

(...) Dado numérico ndo disponivel

entre as fases de frutificagdo e as cultivares pela analise de variancia (Figura 25).

Os picos 6 (acido), 7 (CGA), 11 (flavanol), 14 (CGA) e 15 (CGA) apresentaram interacao

O 4cido (pico 6) e o acido clorogénico (pico 7) ndo foram sintetizados na fase de granacao

pelas plantas de todos os tratamentos. J& na fase de granacdo apenas as plantas da cv. Obata nao

produziram estes compostos. A concentragao do acido clorogénico correspondente ao pico 14

diminuiu na cultivar Obata, resistente a H. vastatrix, na fase maturagdo, periodo em que ocorreu

maior incidéncia de ferrugem na regido experimental (Figura 25).
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Figura 25 - Valores médios das areas dos picos 6 (acido), 7 (acido clorogénico), 11 (flavonol), 14 (acido clorogénico)

e 15 (acido clorogénico) correspondentes a interagdo entre o nivel de resisténcia das plantas - Catuai 0 %
(—o-), Catuai 50 % (—o—), Catuai 100 % (—A—) e Obata (--e--) - e nas fases de frutificagdo do cafeeiro:

florescimento, fruto “chumbinho”, granagdo e maturacao
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4.3.1.2 Grupo 11

A fase de granacdo do cafeeiro foi o periodo em que ocorreu diminui¢do nas
concentragdes da maioria dos compostos fendlicos (picos 3, 9, 10, 11, 15, 16) sintetizados nas
plantas do genotipo H14954-45 (tanto na populacdo resistente como na suscetivel ao bicho-
mineiro), possivelmente, por ser uma fase que requer muita disponibilidade de carboidrato para o
enchimento do grao (conforme descrito no item 4.3.1). Por outro lado, ¢ a época de maior
incidéncia de bicho-mineiro na area experimental (Campinas-SP).

Na fase de maturagdo, época de elevada incidéncia de ferrugem, observou-se uma maior
concentragdo dos picos 12 e 13 (flavonol). J& o pico 4 ndo variou durante as fases de frutificagao
do cafeeiro. O pico 5 (4cido clorogénico) esteve presente apenas nas fases de fruto “chumbinho”

e maturagdo, enquanto que o pico 6 (4cido) ndo apareceu nas fases de grana¢do e na maturagao

(Tabela 9).

Tabela 9 - Médias seguidas de desvio padrdo das areas dos picos correspondentes aos compostos fendlicos
identificados nos genotipos H14954-46- resistente e suscetivel, durante as fases de frutificacdo do

cafeeiro: florescimento, fruto “chumbinho”, granagio e maturagéo

) 5 Florescimento Chumbinho Granacio Maturacao
T v pe e et v pe e o
1 CGA 196995 b 23325 259588 a 40995 58179 ¢ 14625 279456 a 23330
2 Acido
3 CGA 4540913 a 286205 3658541 a 425044 1162417 b 273751 4290457 a 218227
4 Acido 3413919 a 142926 2659433 a 218478 2778993 a 333125 3320427 a 164540
5 CGA .. b 234622 a 65943 b 61065 b 47831
6 Acido 318215 a 40411 255666 a 31937 . b b
7 CGA 171831 a 18015 128919 a 16593 12848 b 6852 13259 b 13259
8 Acido 750827 a 47826 580722 b 72873 58591 ¢ 19738 756717  a 36514
9  Flavanol 2276011 a 182157 1853503  a 238383 936879 b 176862 2090016 a 68017
10  Flavanol 326779 a 28806 266860 a 33114 123989 b 25798 291555 a 12092
11  Flavonol 699889 ab 36783 603249  ab 75232 503876 b 83596 771004 a 49712
12 Flavonol 461696 b 34116 534322 ab 69206 470333 ab 79699 701338 a 66987
13 Flavonol 551223 b 74946 672335 b 86659 618577 b 99681 1137264 a 57636
14 CGA 122791 a 14859 134792 a 16625 34673 b 16842 57830 b 18319
15 CGA 120378 a 15773 149734 a 21324 35799 b 15889 106472 a 10818
16 CGA 78187 a 12262 78703 a 9790 17111 b 8519 78173 a 8635

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%
(...) Dado numérico nao disponivel
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O periodo de maior infestagao de bicho-mineiro coincide com a fase de granagao (Figura

26), enquanto que a incidéncia de ferrugem foi superior na maturacao (Figura 27).
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Figura 26 - Representagdo grafica da variacdo de folhas lesionadas pelo ataque de bicho-mineiro (%) nos gendtipos
H 14954-46 resistente ao bicho-mineiro (—o—) e H 14954-46 suscetivel ao bicho-mineiro (--e--), durante

as fases de frutificag@o do cafeeiro: florescimento, fruto “chumbinho”, granagéo e maturagéo

O gendtipo resistente ao bicho-mineiro (H14954-46-R) apresentou baixas porcentagens de
folhas lesionadas pelo inseto, demonstrando que houve uniformidade na selecdo das plantas,
enquanto que as plantas suscetiveis apresentaram altos valores de folhas lesionadas (Figura 26).

As porcentagens de folhas lesionadas pela incidéncia de ferrugem ndo diferiram entre os
tratamentos (Figura 27) e os valores determinados foram baixos (Tabela 9). As populacdes

resistente (R) e suscetivel (S) do gendtipo H14954-46 apresentaram uma pequena expressao de
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resisténcia a ferrugem, uma vez que este hibrido ¢ originado do cruzamento com a cultivar Icatu

Vermelho (H4782-7-882), resistente a ferrugem (conforme descrito na figura 7).
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Figura 27 - Representacdo grafica da variagdo de folhas lesionadas pela infec¢do de ferrugem (%) nos gendtipos
H14954-46 resistente ao bicho-mineiro (—o—) e H14954-46 suscetivel ao bicho-mineiro (--e--), durante

as fases de frutificag@o do cafeeiro: florescimento, fruto “chumbinho”, granago e maturagéo

Com relagdo aos fendis totais, as concentracoes nao diferiram estatisticamente entre as
plantas resistentes e suscetiveis (Tabela 10), variando apenas a concentracdo de quatro fendis

(picos 1,9, 10, 11) (Tabela 11).
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Tabela 10 - Valores médios e desvio padrdo das variaveis fendis totais (area dos picos), nimero de folhas, folhas
lesionadas por bicho-mineiro (%) e folhas lesionadas por ferrugem (%), nos gendtipos H14954-46

resistente e suscetivel ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella)

. x Resistente* Suscetivel*®
Variavel . . . . . .
Média Desvio Padrio Média Desvio Padrao
Fenois Totais 16068887 a 3405147 15951668 a 5190797
Folha (n°) 10 a 2 10 a 3
Bicho-mineiro (%) 0,7 b 1,7 8,7 a 6,9
Ferrugem (%) 1,1 a 2,8 29 a 6,9

* Resistente ao bicho-mineiro; Suscetivel ao bicho-mineiro
** Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

As concentracgdes referentes aos picos 1 (CGA), 9 e 10 (flavanol), 11 (flavonol) foram
superiores no genotipo resistente ao bicho-mineiro, enquanto que os outros compostos fenolicos
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. O pico 5 (4cido clorogénico) ndo esteve
presente nas plantas suscetiveis (Tabela 11). Na época de maior incidéncia de bicho-mineiro
(Figura 26) houve menor sintese de flavanol (picos 9 ¢ 10) e flavonol (pico 11) (Tabela 9), em
que as plantas resistentes apresentaram maiores valores destes fendis (Tabela 11). Ja no periodo
de maior incidéncia de ferrugem, os fenois correspondentes aos picos 12 e 13 (flavonol)
apresentaram menores teores, sem que tenha havido diferenca entre as concentragdes destes

compostos fendlicos entres as plantas resistentes e suscetiveis ao bicho-mineiro.

Tabela 11 - Médias seguidas de desvio padrdo das areas dos picos correspondentes aos compostos fendlicos

identificados nos genotipos H14954-46- resistente e suscetivel

. v. Resistente* Suscetivel*
Pico Fenois — - — — - ~

Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao

1 CGA 268731 a 24838 128378 b 17074

2 Acido

3 CGA 3459618 a 257459 3366546 a 398755

4 Acido 3024998 a 69161 3061388 a 229832

5 CGA 147844 a 43319 .. b

6 Acido 150242 a 31739 136698 a 34480

7 CGA 71697 a 14205 91731 a 18843

8 Acido 581614 a 59950 491814 a 67194

9 Flavanol 1972285 a 108642 1605919 b 188726

10 Flavanol 281357 a 17338 223235 b 27130
11 Flavonol 712826 a 27093 576183 b 60305
12 Flavonol 534028 a 28405 549816 a 62586
13 Flavonol 789129 a 52618 700570 a 85887
14 CGA 74622 a 13466 100421 a 14407
15 CGA 96977 a 11924 109214 a 15596
16 CGA 61331 a 8492 64756 a 8629

* Resistente ao bicho-mineiro; Suscetivel ao bicho-mineiro
** Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%
(...) Dado numérico ndo disponivel
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Figura 28 - Valores médios das areas dos picos 1 (acido clorogénico), 4 (acido), 5 (acido clorogéncio) e 6 (acido)
correspondentes a interacdo entre o nivel de resisténcia das plantas - H14954-46 resistente ao bicho-
mineiro (—e—) e H14954-46 suscetivel (--0--) nas fases de frutificagdo do cafeeiro: florescimento, fruto

“chumbinho”, granagio e maturagéo
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Figura 29 - Valores médios das areas dos picos 8 (acido), 9 (flavanol), 10 (flavanol) e 11 (flavonol) correspondentes

a interagdo entre o nivel de resisténcia das plantas - H14954-46 resistente ao bicho-mineiro (—e—) e
H14954-46 suscetivel (--O0--), nas fases de frutificagdo do cafeeiro: florescimento, fruto “chumbinho”,

granacdo e maturagao
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O 4acido clorogénico (pico 5) sintetizado apenas nas plantas resistentes ao bicho-mineiro
ndo foi observado nas fases de florescimento e na granacdo. Os teores dos compostos
correspondentes aos picos 4 (4cido) e 11 (flavonol) presente nas folhas do gendtipo resistente,
mantiveram-se constantes durante as fases de frutificacdo do cafeeiro, enquanto que nas plantas
suscetiveis variou a concentragdo desses compostos, com os menores valores observados nas

fases de fruto “chumbinho” e na granac¢ao (Figura 28 e 29).

4.3.1.3 Grupo 111

Os compostos fendlicos presentes nas folhas dos genotipos H20049-SR (suscetivel ao
bicho-mineiro e resistente a ferrugem); RR (resistente ao bicho-mineiro e a ferrugem); SS
(suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem); RS (resistente ao bicho-mineiro e suscetivel a
ferrugem) - apresentaram o mesmo comportamento em relagdo ao Grupo I e Grupo II, em que os
picos 3 (CGA), 9 (flavanol), 10 (flavanol) e 16 (CGA) diminuiram na fase de granagdo, enquanto
que a sintese dos picos 12 e 13 aumentaram na fase de maturacgdo. Ja o pico 4 ndo variou durante

as fases nos trés grupos (I, II e I1T) (Tabela 12).
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Tabela 12 - Médias seguidas de desvio padrdo das areas dos picos correspondentes aos compostos fendlicos

identificados nos gendtipos H20049- SR, RR, SS, RS, durante as fases de frutificagdo do cafeeiro:

florescimento, fruto “chumbinho”, granagdo e maturacdo

i 5 Florescimento Chumbinho Granacao Maturacao

Pico  Fendis Média I?:;:;‘(’) Média l')):;:;‘:) Média ;’:j::(’) Média ;’:j;’:(’)
1 CGA 198089 a 14610 234521 a 36013 58491 b 19568 202520 a 18831

2 Acido
3 CGA 3945110 a 223525 3060415 a 360831 1077647 b 317598 3376883 a 239780
4 Acido 2407838 a 209441 2364075 a 138764 2440324 a 165292 2516419 a 248006
5 CGA 24385 ab 13204 173603  a 57807 b 125769 ab 70480
6 Acido 369765 a 36858 220722 b 38107 2165 ¢ 2165 353796  ab 71450
7 CGA 142875 a 9818 85922 b 10754 11080 ¢ 5890 86466 b 20764
8 Acido 822185 a 49656 624350 a 85502 101327 b 31578 659564 a 122941
9 Flavanol 2215765 a 147820 2183353 a 267705 1139401 b 247521 2224116 a 112609
10  Flavanol 340253 a 24635 341567 a 44859 146342 b 42568 312369 a 32849
11  Flavonol 747569  ab 47437 580529  be 58072 468490 ¢ 80169 856739 a 61713
12 Flavonol 669173 b 64391 606988 b 64847 514639 b 94683 985372 a 49207
13 Flavonol 698865 b 110032 816369 b 81332 771302 b 140384 1582008 a 149385
14 CGA 141078 a 14294 136961 a 13425 124029 a 19388 87801 a 16795
15 CGA 165509 a 13975 109731 ab 10574 61877 b 13556 64400 b 22792
16 CGA 77376 a 9612 58848 a 9191 17997 b 5874 59161 a 8556

*Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, néo diferem pelo teste Tukey 5%

(...) Dado numérico nao disponivel

As fases de florescimento e de granagdo do cafeeiro coincidem com o periodo de maior

infestacdo de bicho-mineiro (Figura 30), com as plantas SR e SS sendo as mais atacadas (Tabela

13), o que evidencia que foram selecionadas plantas uniformes no campo. Por outro lado, as

plantas RS apresentaram altas porcentagens de folhas lesionadas pelo o ataque do bicho-mineiro

quando comparados com as plantas RR, também resistente ao inseto. Dessa forma, a grande

variabilidade encontrada neste tratamento decorre possivelmente da segregacdo presente nas

plantas selecionadas H20049-RR.
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Figura 30 - Representagdo grafica da variagdo de folhas lesionadas pelo ataque de bicho-mineiro (%) nos gendtipos

H20049- suscetivel ao bicho-mineiro e resistente a ferrugem - SR (—o—); H20049- resistente ao bicho-

mineiro e a ferrugem - RR (-0-); H20049- suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem - SS (—e—) e

H20049- resistente ao bicho-mineiro e suscetivel a ferrugem - RS (-A-), durante as fases de frutificagdo

do cafeeiro: florescimento, fruto “chumbinho”, granac¢do e maturagéo

O periodo de maior incidéncia de ferrugem na area experimental ocorreu nos meses de
abril e maio (Figura 31). As plantas selecionadas como resistente a H. vastatrix (SR e RR)
apresentaram baixas porcentagens de folhas lesionadas, no entanto os genodtipos RR e RS ndo
diferiram estatisticamente. Ja4 o gendtipo SS foi o mais prejudicado pela infeccdo do patdgeno
com 4,1 % de folhas lesionadas (Tabela 13). Essas plantas apresentam genes de resisténcia a

ferrugem oriundos do cruzamento com Icatu Vermelho (H4782-7-882) (conforme descrito na

figura 7), com diferen¢a no nivel de expressao de resisténcia entre os mesmos.
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Tabela 13 - Valores médios e desvio padrao das variaveis fendis totais (area dos picos), nimero de folhas, folhas

lesionadas por bicho-mineiro (%) e folhas lesionadas por ferrugem (%), nos gendtipos H20049-

suscetivel ao bicho-mineiro e resistente a ferrugem - SR; resistente ao bicho-mineiro e a ferrugem - RR;

suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem - SS e resistente ao bicho-mineiro e suscetivel a ferrugem - RS

SR¥* RR* SS* RS*
Varidvel Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrio Padrio Padrio Padrdo
Fendis Totais 15489392 a 5561793 14455162 a 5778506 14812478 a 6200683 17523311 a 1415892
Folha (n°) 1 a 3 13 a 3 1 a 3 2 a 3
Bicho-mineiro (%) 123 a 9.8 26 b 2,7 123 a 10,7 70 ab 7,9
Ferrugem (%) 00 b 0,0 17  ab 33 41 a 10,7 13 ab 2,5

* SR: suscetivel ao bicho-mineiro e resistente a ferrugem; RR: resistente ao bicho-mineiro e a ferrugem; SS: suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem; RS:

ao bicho-mineiro e suscetivel a ferrugem

**Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, nao diferem pelo teste Tukey 5%
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Figura 31 - Representacdo grafica da variacdo de folhas lesionadas pela infeccdo de ferrugem (%) nos genoétipos

H20049- suscetivel ao bicho-mineiro e resistente a ferrugem - SR (—o—); H20049- resistente ao bicho-

mineiro e & ferrugem - RR (—0-); H20049- suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem - SS (—e—) ¢

H20049- resistente ao bicho-mineiro e suscetivel a ferrugem - RS (-A-), durante as fases de frutificag@o

do cafeeiro: florescimento, fruto “chumbinho”, granacdo e matura¢ido
b b
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O 4cido clorogénico (pico 5) nao foi observado na fase de granacao, resultado semelhante

ao que havia sido obtido para o gendtipo H14956-46-R (Grupo II), porém na fase de

florescimento este pico esteve presente no Grupo III (Tabela 12) e ndo no Grupo II (Tabela 9). Os

picos 6 ¢ 7 também apresentaram um comportamento semelhante ao observado no genotipo

H14956-46, em que as maiores concentragdes ocorreram no florescimento.

Os genotipos H20049 com niveis distintos de resisténcia ao bicho-mineiro e a ferrugem

(SR, RR, SS e RS) diferiram estatisticamente apenas pelas concentracdes do pico 4 (acido) e do

pico 16 (acido clorogénico) (Tabela 14).

Tabela 14 - Médias seguidas de desvio padrdo das areas dos picos correspondentes aos compostos fendlicos

identificados nos gendtipos H20049-SR, RR, SS, RS

. 5 SR* RR SS RS

T T e pel e pel s pel s perd
1 CGA 161036 a 24601 193667 a 30932 175582 a 35152 183007 a 24500

2 Acido
3 CGA 2997169 a 338462 2656689  a 460496 264299 a 457959 3193226 a 332544
4 Acido 2010328 b 138819 2387127 ab 236587 2841015 a 105555 2902029 a 133394
5 CGA 65113 a 32853 119065 a 77148 92742 a 45515 49960 a 49960
6 Acido 277123 a 45187 234605 a 72336 213574 a 56974 151210 a 56558
7 CGA 87192 a 14392 70412 a 23814 83602 a 17170 82639 a 16074
8 Acido 537946 a 84951 552729 a 144743 544617 a 103575 620257 a 99357
9  Flavanol 2175833 a 205782 1621268 a 215090 1694255 a 268972 2119642 a 58474
10  Flavanol 326199 a 37106 221549 a 43048 252618 a 44943 314646  a 8954
11  Flavonol 702817 a 62980 629947 a 76751 547097 a 69534 761310  a 54097
12 Flavonol 694166 a 68777 650187 a 95273 583490 a 85429 868972 a 43631
13 Flavonol 927579 a 113445 980626 a 225799 778060 a 134866 1212422 a 132450
14 CGA 135491  a 13347 122425 a 20965 103708 a 12830 133053 a 24947
15 CGA 110040 a 15661 113865 a 28310 89914 a 15333 93675 a 16984
16 CGA 67031 a 8589 31004 b 10236 46325 ab 9990 57326  ab 6296

* SR: suscetivel ao bicho-mineiro e resistente a ferrugem; RR: resistente ao bicho-mineiro e a ferrugem; SS: suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem; RS: resistente

ao bicho-mineiro e suscetivel a ferrugem

** Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%
(...) Dado numérico ndo disponivel

4.3.2 Resisténcia ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella)

4.3.2.1 Grupo I

Os teores de fenois totais nas folhas destinadas aos testes de resisténcia ao bicho-mineiro,

ndo diferiram estatisticamente entre as cultivares Catuai e Obata (Tabela 15), no entanto
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observou-se uma maior concentracao dos fenois totais nas folhas nao infestadas (testemunhas)

quando comparadas com folhas infestadas pelo bicho-mineiro (Tabela 16).

Tabela 15 - Valores médios ¢ desvio padrdo dos fenois totais (area dos picos) nas folhas, das cultivares Catuai e

Obatd, destinadas aos testes, em laboratdrio, de resisténcia ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella)

Catuai Obata

Varidvel Média Desvio Padrio Média Desvio Padrio

Fenéis Totais 16988282 a 2905808 16262503 a 1964996

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

O ataque do bicho-mineiro nao resultou em uma maior produgdo de fenois totais, como
era de se esperar, uma vez que diversos trabalhos indicam para um aumento da sintese de

compostos fendlicos em folhas lesionadas pelo inseto (BI; FELTON, 1995; SIMMONDS, 2003).

Tabela 16 - Valores médios e desvio padrdo dos fenois totais (area dos picos) nas folhas infestadas, em laboratorio,

por bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e ndo infestadas (testemunha)

Nao Infestada Infestada

ariavel
Vv ve Média Desvio Padrio Média Desvio Padrio

Fenois Totais 18368150 a 16729778 15173094 b 2024278

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

Nos testes de resisténcia ao bicho-mineiro, em laboratorio, com folhas das cultivares
Catuai e Obata, nos quais ambos apresentam caracteristicas de suscetibilidade ao ataque do
inseto, foi verificado que concentragdes de cinco fendis diferiram estatisticamente entre as
cultivares. Dentre estes fendis apenas o pico 11 (flavonol) apresentou maior concentragdo nas

folhas da cv. Obata em relagdo a cv. Catuai (Tabela 17).
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Tabela 17 - Médias seguidas de desvio padrdo das areas dos picos correspondentes aos compostos fendlicos

identificados nas folhas, das cultivares Catuai e Obata, destinadas aos testes de resisténcia ao bicho-

mineiro (Leucoptera coffeella), em laboratdrio

. . Catuai Obata
Pico Fenois — - - — - -

Médias Desvio Padrao Médias Desvio Padrao

1 CGA 41098 a 14431 73450 a 18727

2 Acido 186301 a 54914 163063 a 56853

3 CGA 2574962 a 293415 2568333 a 185195

4 Acido 3209500 a 112943 3387937 a 144690

5 CGA

6 Acido 183424 a 28362 90260 b 22443

7 CGA 46697 a 9709 28429 a 10040

8 Acido 762902 a 92907 496497 b 25727

9 Flavanol 2132631 a 152584 2207770 a 169945

10 Flavanol 290010 a 23460 311901 a 24880

11 Flavonol 514813 b 62566 861474 a 49423
12 Flavonol 495609 a 43521 413475 a 52897
13 Flavonol 1162366 a 101254 808843 b 130846
14 CGA 211350 a 9454 131477 b 9768
15 CGA 540536 a 53588 414182 a 37209
16 CGA 453863 a 53296 435749 a 32643

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

(...) Dado numérico nao disponivel

Os compostos fenolicos separados pelas analises de cromatografia liquida nas folhas

infestadas e nas testemunhas (ndo infestadas) totalizaram 16 picos majoritarios e principais,

sendo que o pico 5 (CGA) ndo esteve presente nos cromatogramas. Este dcido clorogénico (pico

5) ndo ¢ comum nas plantas das cultivares Catuai e Obatd, conforme observado nas analises

realizadas durante as fases de frutificacdo (item 4.3.1.1), enquanto que o acido (pico 2) ¢é

produzido apenas nas folhas que foram atacadas em laboratorio pelo bicho-mineiro (Tabela 18).

As concentragdes de fenois nao diferiram estatisticamente entre os tratamentos, com

excegdo a sete picos (1, 3,7, 8,9, 10 e 11), nos quais observou-se menores concentragdes nas

folhas infestadas por bicho-mineiro.
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Tabela 18 - Médias seguidas de desvio padrdo das areas dos picos correspondentes aos compostos fendlicos
identificados nas folhas infestadas, em laboratorio, por bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e as nio

infestadas (testemunhas)

. . Nao Infestada Infestada
Pico Fendis — - — — - -

Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao

1 CGA 87883 a 16759 31767 b 13704

2 Acido w b 320250 a 31480

3 CGA 3241585 a 142210 2013367 b 155569

4 Acido 3401455 a 177965 3213105 a 79642

5 CGA

6 Acido 117065 a 26480 153323 a 30321

7 CGA 59693 a 7398 19122 b 8433

8 Acido 746681 a 86035 532215 b 61272

9 Flavanol 2447129 a 177237 1939427 b 107867

10 Flavanol 339560 a 28209 268786 b 15651
11 Flavonol 829952 a 69291 569971 b 65103
12 Flavonol 506068 a 63434 411603 a 32847
13 Flavonol 1130160 a 160008 865141 a 87520
14 CGA 173037 a 11124 170061 a 18305
15 CGA 491895 a 59053 465246 a 42486
16 CGA 439152 a 39220 449518 a 47068

() Dado mimérico i dispomvel e e peloeste Tukey 3%

Pesquisas recentes mostraram que insetos utilizam flavandides presentes em algumas
espécies de plantas para melhorar seu desempenho, os quais sdo sequestrados durante a
herbivoria e muitas vezes metabolizados pelo inseto (SIMMONDS, 2003). J& os éacidos
clorogénicos s3o oxidados, no momento do ataque, por algumas enzimas foliares como a
polifenoxidase (PFO) e peroxidase (PER) (FELTON et al., 1989).

O teor de 4cido clorogénico (CGA) referente ao pico 1 diminuiu nas folhas infestadas,
enquanto que o acido (pico 2) foi observado pela primeira vez nestas folhas. H4 evidéncias de
que este acido seja um fragmento do pico 1 (CGA), oxidado no momento do ataque.

Os picos 8 (acido), 14 (CGA) e 16 (CGA) apresentaram interagdo com nivel de infestagao
e com as cultivares, pela andlise de variancia. Nas plantas da cv. Obatd os trés fendis tendem a
diminuir as concentragdes quando as folhas foram atacadas pelo bicho-mineiro, enquanto que na
cv. Catuai o pico 14 (CGA) manteve-se constante, o pico 16 (CGA) apresentou um leve aumento
na concentragdo ¢ o teor do acido (pico 8) diminui acentuadamente nas folhas infestadas (Figura

32).
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Figura 32 - Valores médios das areas dos picos 8 - acido (—o—), 14 - acido clorogénico (--0--) e 16 - &cido

clorogénico (—e—) correspondentes a interacdo entre o nivel de infestacdo por bicho-mineiro

(Leucoptera coffeella) e as cultivares - Catuai e Obata

A expressao de resisténcia das duas cultivares ndo diferiram estatisticamente nos testes

em laboratdrio e o mesmo ocorreu na varidvel dura¢do do ovo a lagarta (Tabela 3). No entanto, a

incidéncia de bicho-mineiro no campo foi superior nas plantas cv. Obatd em relagdo a cv. Catuai,

na ordem de 36% e 7,8%.

4.3.2.2 Grupo 11

A conservagao das folhas resistentes ao bicho-mineiro (H14954-46-R), em laboratorio,

para os testes de resisténcia foi dificil, o que explica a perda de repeticdes, sendo necessario

utilizar a ferramenta estatistica de analise em componentes principais (ACP).
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Essa analise foi realizada com os dados referentes as areas dos 16 picos e os fendis totais,
obtidos na cromatografia liquida, com valores individuais do genotipo H14954-46-R (resistente
ao bicho-mineiro) e a média das plantas H14954-46-S (suscetivel ao bicho-mineiro) (Figura 33).

As folhas suscetiveis ao bicho-mineiro (H14954-46-S) que nao foram submetidas a
infestacdo (SNI) apresentaram maiores concentragdes de flavanol (picos 11 e 13) e de fendis
totais (FT), em relacdo as folhas infestadas (SI). Por outro lado, as folhas SI tiveram elevados
teores de 4cido (pico 2) e baixas concentragdes de CGA (pico 1). De maneira geral, pode-se
atribuir a queda na concentracdo do pico 1 nas folhas infestadas (SI) ao ataque do bicho-mineiro,
onde ocorreu a oxidagdo deste composto o que resultou no aumento do fragmento referente ao
pico 2 (Figura 33).

O 4cido clorogénico (pico 5) comum apenas nas plantas resistentes (H14954-46-R) nao
foi observado nas folhas infestadas (RI). A concentragdo de CGA (pico 1) foi superior nas folhas
ndo infestadas (RNI) em relagdo as RI, que por sua vez apresentou elevados valores de acido
(pico 2) (Figura 33).

Tanto nas plantas resistentes quanto nas suscetiveis o acido clorogénico (pico 1) ¢
oxidado em resposta ao ataque do bicho-mineiro, em que o nivel do acido clorogénico € superior
nas plantas resistentes. Dessa forma, ndo se pode atribuir a resisténcia apenas a presencga deste
fenol, embora haja ha grandes indicios de que o pico 5 (CGA) confira as plantas (H14954-46-R)

esta expressao de resisténcia.
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Figura 33 - Andlise em componentes principais. Associagdo entre os picos de 1 a 16 e fenodis totais (FT).

do inseto em espécies de plantas (SIMMONDS, 2003) também puderam ser observadas no
presente experimento. As plantas suscetiveis ndo infestadas (SNI) apresentaram altos teores de
flavonol (pico 11), enquanto que as plantas resistentes apresentaram menores concentragdes

destes compostos. De um modo geral, as plantas suscetiveis foram mais adequadas para o

As evidéncias relatadas, em algumas pesquisas, de que os flavanodides favorecem o ataque

Representagdo no plano 1-2 dos cafeeiros H14954-46- resistente infestadas (RI), resistente ndo

infestadas (RNI), suscetivel infestadas (SI) e suscetivel ndo infestadas (SNI)

desenvolvimento do bicho-mineiro, uma vez que os insetos sdo capazes de identificar o tipo e o

nivel de flavanodides nas plantas hospedeiras (SIMMONDS, 2003).
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4.3.2.3 Grupo IIT

Da mesma forma que as folhas das plantas H14954-46-R (Grupo II) apresentaram
dificuldades de conservacao, as folhas do genotipo H20049 também tiveram perdas de repeticoes,
sendo que as plantas da testemunha (ndo infestadas) das plantas resistentes ao bicho-mineiro (RR
e RS) foram totalmente destruidas. Dessa maneira, utilizou-se a estatistica de andlise em
componentes principais (ACP), a partir da média dos tratamentos (Figura 34).

As plantas suscetiveis ao bicho-mineiro e resistentes a ferrugem (SR), infestadas em
laboratorio pelo inseto, apresentaram maiores teores dos fendis referentes aos picos 3 (CGA) e 7
(CGA) em relagdo as ndo infestadas. Ja o genotipo suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem (SS)
nao diferiu quando foram comparadas as folhas infestadas e as nao infestadas, no entanto
apresentaram maiores concentragdes do flavonol, pico 11 (Figura 34).

As plantas resistentes ao bicho-mineiro, tanto as RR quanto as RS apresentaram maiores
concentragdes dos picos 1 (CGA), 2 (acido) e 5 (CGA) quando comparados com os outros
tratamentos (Figura 34). A teoria de que os dois acidos clorogénicos (picos 1 e 5) estejam ligados

a expressao de resisténcia das plantas ao ataque desta praga se verifica também neste grupo II1.
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Figura 34 - Analise em componentes principais. Associa¢do entre os picos de 1 a 16 e fenodis totais (FT).
Representacdo no plano 1-2 dos cafeeiros H20049- suscetivel ao bicho-mineiro e resistente a ferrugem
infestadas (SRI) e ndo infestadas (SRNI); resistente ao bicho-mineiro e a ferrugem infestadas (RRI) e
ndo infestadas (RRNI), suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem infestadas (SSI) e ndo infestadas

(SSNI); resistente ao bicho-mineiro e suscetivel a ferrugem infestadas (RSI) e ndo infestadas (RSNI)

Com os resultados analisados dos Grupos I, II e III, pode-se observar que as plantas
atacadas pelo bicho-mineiro tenderam a diminuir as concentracdes dos fenois totais (FT) e de

alguns compostos fenolicos, enquanto que nos outros os teores mantiveram-se constantes.

4.3.3 Resisténcia a ferrugem (Hemileia vastatrix)

4.3.3.1 Grupo I
Nos testes de resisténcia a ferrugem utilizou-se a cv. Catuai sem produc¢ao e com dois

niveis de producao (50 % e 100 %) e a cv. Obata, resistente ao patogeno. O nivel de incidéncia de
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ferrugem esta relacionado com a producao do cafeeiro, em que as plantas com alta carga de frutos

sdo mais infectadas por esse patogeno, conforme observado nos resultados de laboratério (Tabela

3) e de campo (Tabela 6).

As folhas das cultivares destinadas ao teste de laboratorio apresentaram diferengas nas

concentragdes dos picos 6, 7, 8, 11, 14 e 15, em que as plantas da cv. Catuai sem producao

apresentou os maiores valores, enquanto as plantas da cv. Obata os menores, com excec¢ao do

pico 11 (flavonol) (Tabela 19).

Tabela 19 - Médias seguidas de desvio padrio das areas dos picos correspondentes aos compostos fenolicos

identificados nas folhas, das cultivares Catuai sem produgido e com 50 % e 100 % de producdo e

Obata, destinadas aos testes de resisténcia a ferrugem (Hemileia vastatrix), em laboratdrio

) 3 Catuai 0% Catuai 50% Catuai 100% Obata
T T e pem e pet M et e pew
1 CGA 98958 a 39851 88979 a 40206 102201 a 16407 103491 a 57074
2 Acido
3 CGA 3697889 a 615358 3429602 a 712875 3150319 a 507662 3206779 a 442660
4 Acido 3802821 a 386798 3540183 a 545951 3315934 a 497732 3611864 a 532028
5 CGA
6  Acido 393190 a 228390 300106 ab 173859 294425 ab 166793 204109 b 134975
7 CGA 100679 a 26343 80166 ab 18599 88078 ab 21250 76410 b 33226
8  Acido 1082117 a 233950 980731 a 210073 968351 a 203136 636837 b 106817
9 Flavanol 2978678 a 834154 2695204 a 629290 2700858 a 448903 2791935 a 734180
10 Flavanol 416434 a 129958 366676 a 91781 381366 a 74543 382325 a 110976
11 Flavonol 739751 ab 151956 803695 ab 260394 617234 b 135225 951543 a 246993
12 Flavonol 593938 a 110352 605730 a 182697 524815 a 128301 462793 a 220926
13 Flavonol 1152847 a 303619 1089149 a 425466 1231814 a 293656 823453 a 432728
14 CGA 230052 a 71580 195297 ab 89687 233635 a 45100 158481 b 44528
15 CGA 818871 a 348053 670922 ab 278955 759845 a 290242 465587 b 142260
16 CGA 581866 a 160197 499136 a 182161 474167 a 140502 459678 a 131917

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%
(...) Dado numérico nao disponivel

As folhas inoculadas com Hemileia vastatrix quando comparada com as ndo inoculadas

apresentaram concentragcdes maiores nos picos 6 (acido), 7 (CGA), 14 (CGA) e 15 (CGA),

enquanto que os outros fenois permaneceram constantes (Tabela 20).
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Tabela 20 - Médias seguidas de desvio padrdo das areas dos picos correspondentes aos compostos fendlicos
identificados nas folhas inoculadas, em laboratorio, por ferrugem (Hemileia vastatrix) e as ndo

inoculadas (testemunhas)

. .. Nao Inoculada Inoculada
Pico Fenois — - - — - ~

Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao
1 CGA 87102 a 45467 109197 a 33430
2 Acido
3 CGA 3508094 a 564086 3243246 a 590796
4 Acido 3506551 a 479887 3623724 a 531715
5 CGA
6 Acido 172754 b 133096 397026 a 161667
7 CGA 69768 b 23737 100389 a 21218
8 Acido 880191 a 266689 926931 a 251311
9 Flavanol 2581714 a 521319 2977704 a 729225
10 Flavanol 356557 a 81811 414023 a 112303
11 Flavonol 799725 a 207621 764354 a 255608
12 Flavonol 550676 a 198109 532295 a 148872
13 Flavonol 1154292 a 452277 995407 a 320657
14 CGA 180142 b 66103 223565 a 65372
15 CGA 504657 b 186030 814427 a 303990
16 CGA 483824 a 164963 518823 a 146995

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, nao diferem pelo teste Tukey 5%
(...) Dado numérico néo disponivel

O 4cido clorogénico (CGA) correspondente ao pico 5 ndo esteve presente nas folhas das
cultivares Catuai e Obata, durante as fases de frutificagdo, bem como nas folhas destinadas aos
testes de resisténcia ao bicho-mineiro e a ferrugem, feitos em laboratorio. O pico 2 (4cido)
também ndo foi observado nas plantas das cvs. Catuai e Obatd, no entanto apenas as folhas
infestadas pelo bicho-mineiro apresentaram o pico 2.

No geral, as folhas inoculadas apresentaram os maiores teores de compostos fenolicos que
as folhas testemunhas, entretanto foram observadas concentragdes semelhantes de fenodis totais
entre os dois tratamentos (Tabela 21). J& os valores de fendis totais foram diferentes quando

comparadas entres as cultivares (Tabela 22).

Tabela 21 - Valores médios e desvio padrdo dos fendis totais (area dos picos) nas folhas inoculadas, em laboratorio,

por ferrugem (Hemileia vastatrix) e ndo inoculadas (testemunha)

., Inoculada Nao Inoculada
Variavel — - — — - —
Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao
Fenois Totais 20490918 a 3208484 19681965 a 2879539

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%
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Tabela 22 - Valores médios e desvio padrdo dos fendis totais (4rea dos picos) nas folhas, das cultivares Catuai sem
producdo e com 50 % e 100 % de producdo e Obata, destinadas aos testes de resisténcia a ferrugem

(Hemileia vastatrix) em laboratorio

Catuai 0 % Catuai 50 % Catuai 100 % Obata
Variavel Desvio Desvio Desvio Desvio
Média Padrao Média Padrao Média Padrio Média Padrio
Fenéis Totais 22550383 a 3301166 20537359  ab 3753025 19200726 b 1803351 18473950 b 1764961

* Médias seguidas por uma mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste Tukey 5%

A produgdo dos acidos clorogénicos (pico 7, 14 e 15) aumenta em resposta a infeccao do
patdgeno. Dessa forma, as plantas da cv. Obata, resistentes a ferrugem, apresentaram os menores
teores desses compostos, bem como dos fendis totais. Por sua vez, as plantas da cv. Catuai sem
produgdo apresentaram a maior sintese de compostos fendlicos, uma vez que a demanda por
carboidrato no metabolismo primario foi inferior em relagao aos outros tratamentos. Dessa forma
uma quantidade maior de carboidrato disponivel foi direcionado ao metabolismo secundario na

sintese de substancias protetoras.

4.3.3.2 Grupo II

Na andlise em componentes principais utilizaram-se as médias das concentragdes dos
fenois nas plantas H14954-46- suscetiveis ao bicho-mineiro (inoculadas e ndo inoculadas) e os
valores individuais das plantas H14954-46- resistentes ao bicho-mineiro, devido a perda de dados
(conforme mencionado no item 4.3.2.2).

As folhas das plantas suscetiveis (H14954-46-S) inoculadas com H. vastatrix nao
diferiram estatisticamente das folhas ndo inoculadas pela andlise em componentes principais e
pela anélise de variancia. Ja as plantas resistentes (H14954-46-R) inoculadas diferiram das nao
inoculadas pela analise em componentes principais. As folhas resistentes ndo inoculadas
apresentaram maiores concentracoes dos picos 3 (CGA) e 5 (CGA) (Figura 35).

Os picos que diferenciaram as plantas resistentes das suscetiveis foram os picos 1 (CGA),
12 (flavonol) e 13 (flavonol), onde o acido clorogénico (CGA) apresentou maiores concentragdes
nas resistentes e os picos 12 e 13 nas suscetiveis. A porcentagem de area foliar lesionada nas
folhas resistentes (H14954-46-R) inoculada por ferrugem, em laboratorio foi de 0,1 %, enquanto
que as suscetiveis apresentaram valor igual a 5,0 %. Mesmo o gendtipo H14954-46-R ndo sendo
resistente a ferrugem expressou niveis de resisténcia, justificando as diferengas encontradas nas

concentragdes de fenois (Figura 35).
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Tanto os fendis totais quanto alguns fendis aumentaram a concentracdo nas folhas
inoculadas, uma evidéncia de que o cafeeiro aumenta a producdo de compostos fenolicos em

resposta a infec¢do do patéogeno H. vastatrix (Figura 35).
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Figura 35 - Analise em componentes principais. Associacdo entre os picos de 1 a 16 e fendis totais (FT).
Representagdo no plano 1-2 dos cafeeiros H14954-46- resistente inoculadas por Hemileia vastatrix
(RI), resistente ndo inoculadas (RNI), suscetivel inoculadas por Hemileia vastatrix (SI) e suscetivel

nao inoculadas (SNI)

4.3.3.3 Grupo I1I
A perda de dados ocorrida com as folhas do gendtipo H20049-RR e RS ndo inoculados

fizeram com que fosse necessario realizar a andlise em componentes principais.

As plantas do genodtipo H20049 suscetiveis a ferrugem, RS e SS inoculadas com o
patdgeno apresentaram maiores concentragdes de acido clorogénico (CGA) correspondente aos
picos 1 e 16, enquanto que as folhas das plantas SS ndo inoculadas tiveram maiores

concentragdes de flavonol relacionados aos pico 11, 12 e 13, bem como de fendis totais. Ja no
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genotipo H20049 resistente a ferrugem - SR ndo houve diferenca estatistica entre as folhas

inoculadas e nao inoculadas.
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Figura 36 - Andalise em componentes principais. Associagdo entre os picos de 1 a 16 e fendis totais (FT).
Representagdo no plano 1-2 dos cafeeiros H20049- suscetivel ao bicho-mineiro e resistente a ferrugem
inoculadas (SRI) e nao inoculadas (SRNI); resistente ao bicho-mineiro e a ferrugem inoculadas (RRI)
e ndo inoculadas (RRNI), suscetivel ao bicho-mineiro e a ferrugem inoculadas (SSI) e ndo inoculadas

(SSNI); resistente ao bicho-mineiro e suscetivel a ferrugem inoculadas (RSI) e ndo inoculadas (RSNI)
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5 CONCLUSOES

1. O 4cido clorogénico referente ao pico 5 foi sintetizado apenas nas plantas da populagao

H14954-46-R, resistentes ao bicho-mineiro, e no geno6tipo H20049;

2. As concentragdes de alguns acidos clorogénicos e flavanoides nas folhas infestadas, em

laboratoério, por Leucoptera coffeella diminuiram, bem como as dos fendis totais;

3. As concentracdes de alguns acidos clorogénicos e flavandides nas folhas inoculadas, em

laboratdrio, por Hemileia vastatrix aumentaram, bem como as dos fenodis totais;

4. As concentragdes dos fenois totais e de alguns compostos fendlicos diminuiram,

acentuadamente, na fase de granacao;
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nessa pesquisa, decorrentes da hipotese proposta, ndo foram
conclusivas, devido a problemas operacionais e de disponibilizagdo do equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Assim sendo, fortes evidéncias foram observadas durante
as discussoes dos resultados, o que levou a formacao de algumas hipoteses relevantes a novas

pesquisas.

HIPOTESE 1: O 4cido clorogénico referente ao pico 5 pode ser responsavel pela caracteristica

de resisténcia ao bicho-mineiro do genotipo H14954-46-R;

HIPOTESE 2: O acido clorogénico correspondente ao pico 1 associado ao pico 2 (4cido) pode
estar diretamente ligado ao processo de defesa natural do cafeeiro contra o

ataque do bicho-mineiro;

HIPOTESE 3: O flavonol referente ao pico 11 pode estar diretamente relacionado com a

suscetibilidade do cafeeiro ao desenvolvimento do bicho-mineiro;

HIPOTESE 4: Os acidos clorogénicos, em geral, podem ter um papel importante no mecanismo

de defesa do cafeeiro contra a infecgdo de ferrugem.
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